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1 - RESUMO 
 
Objetivos: A fim de verificar as conseqüências comportamentais e neuroquímicas da depressão 
sobre a aprendizagem associativa ao uso do álcool, este estudo buscou verificar se a privação 
de luz altera a preferência condicionada ao local induzida pelo etanol em camundongos. Através 
de estudos imunohistoquímicos, foi avaliada a expressão de pCREB, pERK, C-fos e Histona 3, 
visando identificar os mecanismos neuroquímicos associados aos efeitos comportamentais. 
Considerando a importância do sistema endocanabinóide no contexto deste estudo, também foi 
avaliada a imunoreatividade de receptores canabinóides tipo 1 (CB1R) e tipo 2 (CB2R). 
Métodos: Foram utilizados 36 camundongos suíços machos adultos. Foi realizada privação de 
luz 24 horas/dia por quatro semanas. Na sequência os animais foram readaptados a luz por sete 
dias. Como controle, utilizou-se animais mantidos no biotério em ciclo claro escuro padrão (grupo 
Naïve). Em seguida, os animais foram submetidos a uma série de testes comportamentais para 
avaliar a emocionalidade (campo aberto, labirinto em cruz elevado, nado forçado e consumo de 
sacarose). Por fim, estes dois grupos foram submetidos ao protocolo de preferência 
condicionada ao local induzida por etanol. Após o teste da preferência condicionada, os mesmos 
foram perfundidos e seus cérebros processados para imunohistoquímica. 
Resultados: A privação de luz foi capaz de induzir um estado de ansiedade (labirinto em cruz 
elevado), desamparo (nado forçado) e hiperatividade (campo aberto), mas não de anedonia 
(consumo de sacarose). Essas alterações são comumente vistas em diferentes modelos de 
depressão, mostrando que a privação de luz é um modelo capaz de induzir um estado 
semelhante a depressão em animais. Além disso, a privação de luz inibiu a aquisição e/ou 
expressão da preferência condicionada ao local induzida por álcool. Estes efeitos 
comportamentais foram acompanhados por alterações neuroquímicas significativas. 
Conclusão: A privação de luz mimetizou os aspectos comportamentais observados em outros 
modelos animais de depressão, fornecendo com isso, evidências para a consolidação do seu 
uso em estudos experimentais relacionados com a depressão. Além disso, o modelo inibiu a 
aprendizagem associativa apetitiva induzida pelo etanol. Tais efeitos comportamentais foram 
acompanhados por alterações significativas do ponto de vista neuroquímico, que de certa forma, 
justificam os resultados comportamentais observados, tais como: alteração na expressão de c-
Fos, pCREB, pERK, H3, CB1R e CB2R.  
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2 – ABSTRACT 
 
Aim: To evalute the behavioral and neurochemistry effects of depression on appetitive 
associative learning induced by ethanol, the aim of this study is to verify if light deprivation alters 
ethanol induced conditioned place preference. Neurochemistry markers were evaluated by 
immunohistochemistry, and included: pCREB, pERK, C-fos and acethylated Histone 3. Given the 
important role of endocannabinoid system in this theme, immunoreactivity for canabinnoid 
receptor type 1 (CBR1) and type 2 (CBR2) were also evaluated. 
Methods: we used 36 male adult Swiss mice. Experimental group was maintained in light 
deprivation for 24 h during four weeks. Subsequently, it was adapted to light for a week. As 
control, some mice were maintained in a standart light/dark cycle during four weeks (Naïve 
group). Then, all animals were submitted to several behavioral tests to assess emotionality: 
elevated plus maze, open field, forced swimm and sucrose consumption. After that, they were 
submitted to the ethanol induced conditioned place preference paradigm. Finally, they were 
perfused and their brains processed for immunohistochemistry. 
Results: Light deprivation induced anxiety-like state (elevated plus maze), helplessness (forced 
swimm), hyperlocomotion (open Field), but not anhedonia (loss of sucrose consumption). These 
behavioral changes are commonly seen in others animal models of depression. So, light 
deprivation was able to induce a depressive-like state in mice. Interestingly, light deprivation 
inhibited the acquisition/expression of ethanol induced conditioned place preference. Besides 
behavioral changes, light deprivation also altered the expression of the neurochemical markers 
evaluated in the present study. 
Conclusion: Light deprivation mimetize several behavioral aspects of others animal models of 
depression, as a result, providing evidence for the consolidation of its use in experimental studies 
related to depression. Furthermore, it inhibits the acquistion/expression of appetitive associative 
learning induced by ethanol. All of behavioral changes were acompanied by significant changes 
in the expression of c-Fos, pCREB, pERK, H3, CB1R e CB2R.  
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3 - INTRODUÇÃO 
 
Desde os primórdios, os homens fazem uso de substâncias psicoativas que promovem 
alterações na consciência e no humor, buscando o alívio de desventuras e da solidão, 
sobretudo, para alterar a percepção da realidade. Dentre o amplo arsenal de drogas psicoativas, 
o álcool sem dúvida é a mais utilizada em todo o mundo. Na maioria dos casos, as pessoas 
fazem uso abusivo de álcool para adquirir sensações de prazer, porém este tipo de consumo 
acarreta uma série de efeitos adversos. Além disso, pacientes que fazem uso abusivo, ou são 
dependentes do álcool, apresentam um alto grau de comorbidade com diversos distúrbios 
psiquiátricos, por exemplo, a depressão. 
Aproximadamente dois bilhões de pessoas consomem bebidas alcoólicas no mundo. No 
Brasil, de acordo com o II levantamento domiciliar sobre o uso de drogas psicotrópicas, 74,6 % 
da população estudada já usou álcool na vida (Carlini et al., 2007). O mais recente e abrangente 
estudo de internação hospitalar por dependência de drogas é o de Noto et al. (2002) que 
obtiveram dados junto a hospitais e clínicas psiquiátricas de todo o Brasil, no período de 1988 a 
1999, e verificaram que o álcool foi o responsável por cerca de 90% de todas as internações 
hospitalares por dependências. Outro estudo epidemiológico mostrou que 52 % dos brasileiros 
acima de 18 anos bebem pelo menos uma vez ao ano. Desta amostra, 11% bebem todos os dias 
e 28% consomem bebida alcoólica de uma a quatro vezes por. Finalmente, 3% relataram ter 
problemas de uso nocivo e 9% de dependência. Neste sentido, em torno de 12% da população 
brasileira tem algum problema com o álcool, um índice significativo em termos de saúde pública 
para que se possa dimensionar o custo social do álcool (Laranjeira et al., 2007). 
 
3.1. Dependência química 
 
A dependência química é uma enfermidade crônica caracterizada por forte compulsão 
em adquirir e consumir uma determinada droga psicoativa e pela alta incidência de recaída 
mesmo após períodos prolongados sem o uso da droga (DSM-IV-TR, 2002). Todas as drogas de 
abuso produzem efeitos reforçadores que são responsáveis pela manutenção do seu uso 
durante o início do processo da  dependência. O  efeito  de  recompensa  promovido  pela  droga 
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assemelha-se com os efeitos obtidos por estímulos recompensadores naturais, embora no caso 
de drogas psicoativas os mesmos sejam capazes de suplantar todos os outros tipos de 
comportamento. No entanto, com o decorrer do seu uso repetitivo, os estados afetivos negativos 
durante o período de abstinência são igualmente importantes para a manutenção do 
comportamento de busca da droga (Koob e Le Moal, 1997, 2001). Sabe-se que a via 
mesolímbica está intimamente relacionada com os efeitos de recompensa positivo e negativo 
das drogas de abuso (Berridge e Robinson, 1998; Horvitz, 2000; Maldonado et al., 2006). 
 
3.1.1. Aprendizagem Associativa no Contexto da Dependência Química 
 
A via mesolímbica tem um papel fundamental na modulação do comportamento de busca e 
obtenção de estímulos recompensadores (Feenstra e Botterblom, 1996; Schultz et al., 1997; 
Feenstra, 2000; Montague et al., 2004). Este repertório comportamental é extremamente flexível 
e automatizado, sendo assim, sofre importante influência dos aspectos cognitivos. Por exemplo, 
sabe-se que a aprendizagem associativa é um dos componentes neurobiológicos da 
dependência química (White, 1996; Robbins e Everitt, 1999; Berke e Hyman, 2000; Montague et 
al., 2004; Redish, 2004). De fato, pistas associadas ao uso prévio da droga, bem como o próprio 
contexto, estimulam o desejo de utilizar a droga (Hyman e Malenka, 2001; Robinson e Berridge, 
2003) bem como o comportamento de busca da droga (Tiffany, 1990; Berke e Hyman, 2000). Do 
ponto de vista neurobiológico, a predição de pistas que sinalizam a disponibilidade da droga é 
capaz de estimular a liberação de dopamina no estriado ventral e dorsal, aumentando 
significativamente o efeito de reforço da droga no momento em que a mesma está sendo 
consumida. Neste sentido, o aumento prévio de dopamina induzido pelas pistas tem um papel 
crucial na consolidação dos repertórios comportamentais associados à busca e obtenção da 
droga (Graybiel, 1998; Berke e Hyman, 2000; Wise, 2004; Berke, 2003; Montague et al., 2004).  
Estudos clínicos utilizando-se de técnicas de neuroimagem (Graybiel, 1998; Berke e Hyman, 
2000; Wise, 2004; Berke, 2003; Montagne et al., 2004), bem como estudos experimentais  
(Ledoux, 1995; Baxter e Murray, 2002), relatam que o circuito neuronal formado pela VTA, NAc, 
BLA, HPC e PFC é de suma importância na aprendizagem associativa. Ainda, o funcionamento 
deste circuito é mediado pela complexa interação entre o sistema dopaminérgico,   
glutamatérgico  e  GABAérgico (Kelley, 2004;  Hyman, 2005; 
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 A depressão é uma síndrome de caráter crônico, recorrente e debilitante, afetando em 
torno de 20% da população mundial (Manji et al., 2001; Nestler et al., 2002; Charney, 2004; 
Gillespie e Nemeroff, 2005). De acordo com a Organização Mundial da Saúde, a depressão faz 
parte do grupo das dez maiores causas de morbidade e mortalidade em todo mundo (Berton e 
Nestler, 2006).  
 A maioria dos fármacos com atividade antidepressiva apresentam uma característica 
comum de aumentar a concentração extracelular de serotonina e noradrenalina, através da 
inibição de suas recaptações ou degradações (Castrén, 2005). Estes achados formaram a base 
da hipótese monoaminérgica da depressão, a qual propõe que os transtornos do humor são 
causados por uma deficiência de monoaminas e conseqüentemente das interações com seus 
respectivos receptores, em determinadas regiões do sistema nervoso central (SNC) (Schildkraut, 
1965; Bunney e Davis, 1965; Coopen, 1967; Wong e Licinio, 2004). No entanto, com o passar 
dos anos, ficou evidente que a hipótese monoaminérgica não poderia explicar todos os efeitos 
dos antidepressivos. Surgiu então a hipótese neuroquímica da depressão, propondo que os 
transtornos do humor podem ser causados por alterações estruturais e funcionais em 
determinadas moléculas do SNC e que os antidepressivos atuariam minimizando estas 
alterações moleculares. Finalmente, na última década, foi sugerida uma hipótese alternativa à da 
neuroquímica. A hipótese de redes neurais propõe que os transtornos do humor são decorrentes 
de problemas no processamento de informações dentro de uma determinada rede neural e que 
os antidepressivos promoveriam uma melhora gradual no processamento das informações neste 
circuito (Nestler et al., 2002).  
 A hipótese neuroquímica e a de redes neurais não são mutuamente excludentes, mas 
sim complementares. Já que a síntese e liberação de várias moléculas de sinalização são 
reguladas pela atividade neural, alterações na atividade de determinado circuito neuronal 
produziria alterações na concentração destas moléculas sinalizadoras. De acordo com esta 
observação, os antidepressivos iniciam um processo de autoreparação no SNC, onde a 
plasticidade  em   determinadas  redes  neurais  e  a  neurotransmissão   química  colaboram 
  11
Introdução 
Dissertação de Mestrado                                                                                                                    Patrícia Varela Lima Teixeira 
 
gradualmente para a melhora do humor (Castrén, 2005). 
 
3.2.1. Privação de Luz e Depressão 
 
 A luz é um importante fator ambiental para a regulação do humor. Alterações nos 
estados emocionais, incluindo a depressão, são associadas ao menos em partes com  distúrbios 
do ritmo circadiano (Wirz-Justice, 2006). Pacientes com depressão frequentemente apresentam 
alterações do sono como insônia e diminuição do estado de alerta durante o dia. Um estudo 
realizado na Universidade do Alabama mostrou que entre os pacientes com depressão, aqueles 
que apresentaram uma baixa exposição à luz tinham uma probabilidade mais elevada de 
prejuízos cognitivos (Kent, 2009). Além disso, a Depressão Afetiva Sazonal (DAS) ou depressão 
de inverno está relacionada com restrições do tempo de exposição à luz, ocorrendo com maior 
prevalência nas latitudes mais ao norte, caracterizadas por curtos períodos de luz solar (Rosen 
et al., 1990). Recentemente, alguns estudos mostraram que longos períodos de privação de luz 
resultam no desenvolvimento de comportamento depressivo em ratos (Gonzales, 2008). 
Provavelmente, por ser recente, tal modelo tem sido pouco explorado. 
 
 
3.3. Relação entre depressão e dependência química 
 
 É extremamente documentada a relação entre depressão e dependência química 
(Robins et al., 1984; Rounsanville et al., 1982, 1987, 1991, Kessler et al., 1994). No entanto, 
embora exista uma compreensão considerável quanto aos fatores ambientais, genéticos e 
neurobiológicos envolvidos nestas patologias quando presentes de forma isolada, o mecanismo 
que explica a comorbidade não está totalmente elucidado.  
 Do ponto de vista epidemiológico, a incidência de abuso de drogas em pacientes 
deprimidos é substancialmente maior que em indivíduos sem o transtorno. Estudos realizados 
nos Estados Unidos indicam a incidência de depressão em 38% dos alcoolistas, contra 7% dos 
indivíduos sem problemas relacionados ao uso de substâncias psicoativas (Robins et al., 1984; 
Rounsanville 1982, 1987, 1991; Kessler et al., 1994; Schuckit et al., 1997). No cenário nacional, 
em uma amostra clínica de 50 dependentes químicos atendidos no Programa de Orientação  e 
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Assistência ao Dependente (PROAD/UNIFESP), encontrou-se uma prevalência de 32% de 
depressão atual e 44 % ao longo da vida (Silveira, 1997; Silveira e Jorge, 1999). Em 68,2 % 
destes casos, o transtorno depressivo estava presente antes do aparecimento da dependência 
(Silveira, 1997). Em um trabalho mais recente, o mesmo grupo mostrou que 76,9 % de 
adolescentes usuários diários de álcool preencheram critério diagnóstico e depressão maior 
(Fidalgo et al., 2008).  
 A partir de uma perspectiva clínica, tanto na depressão quanto na dependência química 
é constatada uma marcante diminuição do interesse por estímulos recompensadores naturais, 
sintomas que provavelmente refletem uma disfunção do sistema de recompensa cerebral 
(Himmelsbach 1943; Stewart et al., 1984; Koob e Bloom, 1988; Koob et al., 1993; Markou et al., 
1993). No entanto, enquanto alguns estudos mostraram que os antidepressivos diminuem a 
incidência de recaída em alcoolistas deprimidos (Nunes et al., 1993; Cornelius et al., 1995; 
Mason et al., 1996; McGrath et al., 1996), outros mostram um efeito discreto destes fármacos no 
consumo da droga (Liskow e Goodwing, 1987; Circaulo e Jaffe, 1981; Brown e Schuckit, 1988). 
 A coexistência de depressão e dependência química é extremamente relevante quanto 
aos aspectos de prevenção, tratamento e progressão de ambas as patologias. Neste sentido, 
estudos experimentais abordando esta coexistência são necessários para a maior compreensão 
dos mecanismos neurobiológicos envolvidos. Infelizmente tais estudos são extremamente 
conflitantes. Alguns trabalhos mostraram que o estresse crônico social (Mathews et al., 2008) e 
estresse crônico moderado promovido por diferentes estímulos estressores durante nove 
semanas (Papp et al., 1993) diminuem a preferência condicionada ao local induzida pela 
anfetamina. Por outro lado, Capriles e Cancela verificou que o estresse crônico decorrente de 
imobilização não alterou a preferência condicionada ao local induzida pela anfetamina (Capriles 
e Cancela, 1999). Em relação à morfina, enquanto Valverde e colaboradores verificaram que o 
estresse crônico com diferentes estímulos estressores durante três semanas diminui a 
preferência condicionada ao local (Valverde et al., 1997), outros trabalhos no qual o estresse 
crônico foi realizado por imobilização (Capriles e Cancela, 2002) ou choque nas patas (Li et al., 
2007) verificaram um aumento na preferência condicionada ao local. Finalmente, em relação ao 
álcool, alvo do presente estudo, Song e colaboradores verificaram que o estresse induzido por 
choque nas patas por uma semana aumentou a preferência condicionada ao local induzida pelo 
etanol em ratos adolescentes, mas não em adultos (Song et al., 2007). É possível que a grande  
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variabilidade apresentada nestes estudos seja decorrente dos distintos protocolos de estresse 
utilizados. Em muitos trabalhos, o estresse crônico foi realizado utilizando-se de apenas um 
estímulo estressor (Mathews et al., 2008; Song et al., 2007; Li et al., 2007; Capriles e Cancela, 
1999, 2002). Sabe-se que existe um importante mecanismo de habituação quando um único 
estímulo estressor é aplicado (Melia et al., 1994; Umemoto et al., 1994; Haile et al., 2001). Em 
outros casos (Haile et al., 2001; Valverde et al., 1997; Miller et al., 2008), mesmo utilizando 
vários estressores, o período de exposição ao protocolo de estresse poderia ser insuficiente. De 
fato, o modelo do estresse crônico variável, inicialmente proposto em ratos (Willner et al., 1987) 
e posteriormente em camundongos (Monleon et al., 1995), tem como característica principal a 
apresentação de vários estímulos estressores de baixa intensidade por um período em geral 
superior a cinco semanas. Estas particularidades são determinantes para a boa validade 
preditiva, de face e de construção do modelo (para revisão ver Willner, 1997, 2005; Willner et al., 
1992; Moreau, 1997). 
 
3.3.1. Plasticidade neuronal, depressão e dependência química 
 
 Existe uma série de alterações neuroquímicas em comum entre a depressão e 
dependência química (Robins et al., 1984; Rounsanville et al., 1982, 1987, 1991, Kessler et al., 
1994). No presente estudo, serão avaliados alguns marcadores de plasticidade neuronal, os 
quais serão descritos nos subitens a seguir. 
 
3.3.1.1. C-fos,  importante marcador de atividade neuronal 
 
 O c-fos é um protooncogene que codifica as proteínas da família Fos (Morgan e Curran, 
1986). O gene viral fos foi isolado em 1982. O seu homólogo celular, c-fos, foi descrito logo em 
seguida. Em 1987, foi isolado o comprimento total do c-fos de rato e foi demonstrado uma 
homologia notável entre o gene do rato e dos humanos (Kovács, 2008). 
 O c-fos é um gene de expressão imediata. Sua transcrição e tradução ocorrem por 
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epilepsia (Del Bel et al, 1993) e estresse (Titze de Almeida  et al, 1994). As proteínas da família 
fos tendem a formar heterodímeros ou homidímeros e, dessa maneira, apresentam afinidade de 
ligação ao DNA, provocando a ativação de seus genes alvo (Curran t & Morgan , 1987). Após a 
formação de dímero, através de um zíper de leucina, o complexo se liga a uma sequência gênica 
específica, o sítio AP-1, reconhecido como essencial para a transcrição basal ou ativa de vários 
genes (Curran e Franza, 1988). Simultaneamente, ao interagir com outros fatores de transcrição, 
o heterodímero das proteínas Fos formam uma ligação entre sistemas de segundos mensageiros 
independentes (Hagmeyer et al, 1993; Hai e Curran, 1991). Essas proteínas atuariam, portanto, 
como “terceiros mensageiros” nucleares, ligando eventos mediados pelos segundos 
mensageiros às alterações subseqüentes na expressão gênica (Morgan e Curran, 1988). A 
proteína c-Fos apresenta baixa expressão em condições basais. No entanto é rapidamente 
expressa no SNC em resposta aos sinais extracelulares. Sendo assim, sua expressão tem sido 
utilizada como um marcador funcional de atividade dos neurônios mais utilizado por (Chaudhuri, 
1997; Kovács, 2008). 
 Já está bem estabelecido na literatura que repetidas exposições às drogas produzem 
neuroadaptações nas vias de recompensa do cérebro, e que muitas dessas neuroadaptações 
são resultantes da indução de fatores de transcrição e de uma posterior regulação da expressão 




 O CREB é representante de uma classe de fatores de transcrição ubíquos e 
continuamente expressos, sendo que sua expressão não é necessariamente dependente de 
sinais extracelulares (Nestler, 2004). Sabe-se que o aumento de cálcio intracelular ou de AMPc 
resultam na fosforilação de resíduos de serina na posição 133 (Ser 133) (Gonzalez, 1989). No 
entanto, tais mecanismos são responsáveis por apenas 40% da quantidade de CREB fosforilado. 
De fato, mais de trezentos estímulos diferentes são capazes de fosforilar o CREB (Johannessen, 
2004), entre eles a proteína cinase dependente de cálcio e calmodulina (CamK), a proteína 
cinase ativada por mitógenos (MAPK)  (Sheng, 1991), o óxido nítrico e a despolarização da 
membrana (Peunova, 1993). Sendo assim, a fosforilação de CREB representa um importante 
ponto de convergência de diferentes vias de sinalização. 
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Embora a atividade neuronal regule a expressão de muitos fatores de transcrição, o CREB sem 
dúvida é um dos mais estudados no contexto do sistema nervoso adulto (Lonze, 2002). Assim 
como o C-fos, o CREB é fundamental para processos de aprendizagem e memória (Tully et al., 
2003; Carlezon Jr et al., 2005; Wang et al., 2006; Benito e Barco, 2010; Barco e Marie, 2011), e 
tem relação direta com a neurobiologia da dependência de drogas (Carlezon Jr et al., 2005; 
Nestler e Carlezon, 2006; Berton e Nestler, 2006). Em relação à memória, evidências indicam 
que a fosforilação do CREB está relacionada com a conversão da memória de curto prazo em 
memória de longo prazo. Foi constatado um aumento na sua expressão em neurônios 
glutamatérgicos após o treinamento de tarefas de memória hipocampo-dependente e amígdala-
dependente (Taubenfeld, 1999). Paralelamente, sabe-se que o efeito dos fármacos 
antidepressivos está relacionado ao menos em partes com o aumento de pCREB no hipocampo 
(D’Sa e Duman, 2002), enquanto que estudos post-mortem verificaram uma diminuição de 
RNAm de pCREB no hipocampo de pacientes deprimidos (Yamada et al., 2003; Dwivedi et al., 
2003).  
 Interessantemente, enquanto que no hipocampo e córtex préfrontal o alvo principal do 
pCREB é o BDNF, na via mesolímbica, a sua fosforilação aumenta significativamente a 
expressão de dinorfina (Berton e Nestler, 2006; Nestler e Carlezon, 2006). A via mesolímbica, 
conjunto de neurônios dopaminérgicos provenientes da área tegmentar ventral e que se projetam 
para o núcleo acumbente, está intimamente relacionada com a atribuição da saliência de um 
estímulo recompensador, seja ele natural ou droga de abuso (Wise, 1996; Kobb e Le Moal, 
2001). A falta de prazer aos estímulos recompensadores naturais, também conhecida como 
anedonia, é uma característica comumente vista na depressão. Tal caracteristica parece ser 
decorrente, ao menos em partes, da diminuição da liberação fásica e tônica de dopamina no 
núcleo acumbente (Kobb e Le Moal, 2001). Sabe-se que um dos mecanismos neurobiológicos 
envolvidos nessa hipoatividade se dá pelo aumento da expressão de pCREB no núcleo 
acumbente, o que por sua vez, determina um aumento na expressão de dinorfina. Ao atuar em 
receptores opióides kappa, a dinorfina diminui tanto o disparo de potencial de ação no soma dos 
neurônios dopaminérgicos na área tegmentar ventral, quanto a liberação de dopamina pelas 
terminações axônais destes neurônios no núcleo acumbente (Nestler e Carlezon, 2006; Berton e 
Nestler, 2006). Vale ressaltar que o estresse aumenta a expressão de pCREB no núcleo  
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 ERKs são enzimas pertencentes à família das MAPK. As mesmas são ativadas 
neurotrofinas e determinados hormônios, com o intuito de favorecer os processos de 
diferenciação crescimento e sobrevivência celular, bem como plasticidade sináptica (Schafe, 
2000; Sweatt, 2001). A isoforma ERK 1/2 é amplamente expressa em todo o cérebro, incluindo 
em estruturas do circuito motivacional (Sweatt, 2004). 
 No que se refere à aprendizagem e memória, a ativação da ERK parece ser dependente 
da fosforilação de CREB. Interessantemente, a ERK em sua forma fosforilada também exerce 
uma importante influência sobre as concentrações de pCREB (Hardingham, 2001;Ying, 2002). 
Ou seja, existe um importante mecanismo de retro-alimentação entre a ERK e pCREB. Já em 
relação às drogas de abuso, sabe-se que a fosforilação de CREB (Narita, 2002), ERK (Feld, 
2005) e C-fos (Mahlke, 2004; Pascual, 2009) são fundamentais para os efeitos psicoativos de 
muitas drogas e abuso, entre elas a cocaína (Hubert, 2008), a nicotina (Wu H, 2007), a morfina 
(Lin X, 2010) e o álcool (Pandey, 2003). No caso do álcool, alvo do presente estudo, existe um 
consenso de que a exposição crônica a esta substância diminui a foforilação de ERK em 
algumas estruturas encefálicas. Por outro lado, a retirada da droga após tratamento crônico, bem 
como o protocolo comportamental de auto-administração estão associados a um aumento na 
fosforilação de ERK (Sanna et al. 2002; Schroeder et al. 2008). Finalmente, a ERK também 
parece estar relacionada com os transtornos de humor. Xiaoli e colaboradores observaram uma 
diminuição duradoura na atividade da ERK em animais expostos ao estresse crônico moderado, 
e essa diminuição cursou com comportamento depressivo. No entanto, estudos utilizando 
inibição da expressão de ERK mostraram tanto uma indução de um quadro depressivo no 
modelo do desamparo aprendido (Schmidt and Duman., 2010), quanto um efeito antidepressivo 
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3.4. Mecanismos epigenéticos, álcool e depressão 
 Cromatina é o nome dado ao complexo de DNA e proteínas, que regula ativamente a 
expressão gênica, sem contudo, alterar a sequência genética primária (Jenuwein, 2001). Pode 
apresentar-se em dois estados distintos: i. heterocromatina -  estado inativo da cromatina onde 
não ocorre transcrição gênica; ii. eucromatina - estado ativo que permite que genes individuais  
sejam transcritos (Tsankova et al., 2007). O nucleossomo é a unidade funcional da cromatina, 
que consistem em aproximadamente 147 pares de bases de DNA enrolados em torno de um 
octâmero de histonas. Cada octâmero contém duas cópias de cada uma das proteínas histonas 
básicas H2A, H2B, H3 e H4 (Jenuwein, 2001). O DNA e as proteínas histonas sofrem um 
processo de enrrolamento resultando em uma estrutura altamente compacta em que metros de 
DNA estendidos são condensados e organizados (Felsenfeld e Groudine, 2003). Modificações 
covalentes de proteínas histona ocorrem na região da extremidade N-terminal e alteram as 
ligações histona-DNA e histona-histona através de acetilação, metilação, fosforilação, 
ubiquitinação, ADP-ribosilação e SUMOilação (Jenuwein, 2001; Saetrom et al., 2007). Enzimas 
como histona acetiltransferases (HATs), histona desacetilases (HDACs), metiltransferases e 
proteínas cinases regulam a transcrição gênica através de remodelação da cromatina (Tsankova 
et al., 2007; Saetrom et al., 2007; Renthal & Nestler, 2008). 
 Sabe-se que existe uma relação estreita entre mecanismos epigenéticos e a 
dependência de drogas (Tsankova et al., 2007; Renthal & Nestler, 2008). No entanto, até o 
momento, pouco se sabe sobre o papel dos mecanismos epigenéticos em modelos animais de 
dependência de álcool. Os poucos estudos disponíveis estão mais relacionados com ansiedade 
e álcool. Moonat e colaboradores mostraram que a exposição aguda ao etanol promove efeitos 
ansioliticos em ratos, e que esses efeitos foram associados com a diminuição das HDACs (Xu et 
al., 2007) e aumento na expressão de histonas no núcleo central (CeA) e medial (MeA) da 
amígdala. Por outro lado, a privação do consumo crônico de álcool em ratos promove efeito 
contrário, ou seja, aumenta a atividade da HDAC, diminui a acetilação de histonas e promove 
comportamentos semelhantes à ansiedade (Pandey et al., 2008). Além disso, a exposição 
intermitente ao etanol aumenta a acetilação de histonas H3 e H4 no córtex frontal e núcleo 
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descrevem aumento na acetilação de histonas e na metilação de DNA (Bonsch et al., 2005; Kim 
e Shukla, 2006). 
 Quanto a relação entre epigenética e depressão, alterações da estrutura da cromatina, 
em particular acetilação e metilação de histonas, tem sido associada ao comportamento 
depressivo, ação antidepressiva, resistência a depressão ou resiliência em modelos animais e 
existem fortes evidências sugerindo que mecanismos similares ocorrem no cérebro humano 
(Sun et al, 2012).  
 
 
3.5. Sistema endocanabinóide 
 
3.5.1. Sinalização do sistema endocanabinóide 
 
 Os ligantes endocanabinóides principais, anandamida (ANA) e 2-araquidonilglicerol 
(2AG), são produzidos de forma atividade-dependente em terminais pós-sinápticos, a partir de 
precursores lipídicos de membrana. Através de difusão passiva, dependente do gradiente de 
concentração, os endocanabinóides são liberados no espaço extracelular e interagem com os 
receptores canabinóides do tipo metabotrópico, acoplados à proteína Gi-o (Di Marzo et al., 
1998; Wilsom e Nicoll, 2002; Piomelli, 2003, Rodriguez de Fonseca et al., 2005; Chevaleyre et 
al., 2006; Hashimotodoni et al., 2007). Quanto à inativação dos endocanabinóides, a mesma 
ocorre por dois processos colaborativos, a recaptação e a degradação enzimática (Beltramo e 
Piomelli, 2000; Bisogno et al., 2001). Após a recaptação, os endocanabinóides são 
metabolizados por enzimas de degradação específica (Gulyas et al., 2004; Pacher et al., 2006).  
 Existem dois tipos de receptores canabinóides, o do tipo 1 (CB1R) e o do tipo 2 (CB2R). 
Quanto aos CB1R,  os mesmos estão presentes em quantidades expressivas no hipocampo, 
hipotálamo, córtex préfrontal, amígdala, área tegmentar ventral e estriado, particularmente em 
terminais axônicos pré-sináptico de neurônios glutamatérgicos, GABAérgicos e dopaminérgicos 
(Everitt et al., 1999; Vorel et al., 2001; Kalivas e McFarland, 2003). Neste sentido, torna-se clara 
a importância dos CB1R na fisiopatogenia da depressão e da dependência às drogas (De Vries 
et al., 1999; Stewart, 2000; Shaham et al., 2003; Kalivas e McFarland, 2003; Bortolato et al., 
2007). Em relação ao CB2R, cuja expressão é mais abundante na periferia, seu possível papel  
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no SNC não está bem estabelecido (Van Sickle et al., 2005). No entanto, estudos recentes 
identificaram além da presença, um papel funcional destes receptores (Onaivi, 2006; Onaivi et 
al., 2006a,2006b,2008; Ishiguro et al., 2007; Brusco et al., 2008).  
 
3.5.2. Papel do sistema endocanabinóide na depressão 
 Evidências clínicas e experimentais sugerem que o sistema endocanabinóide tem um 
papel crucial na fisiopatologia da depressão. Estudos clínicos verificaram um aumento de CB1R 
no córtex préfrontal de sujeitos deprimidos que cometeram suicídio (Hungund et al., 2004). Outro 
achado clínico interessante é o aumento da incidência de depressão em pacientes que fizeram 
uso de rimonabanto (um agonista inverso dos CB1R) para o tratamento da obesidade (Despres 
et al., 2005; Pi-Sunyer et al., 2006; Scheen et al., 2006). Já em modelos animais, os resultados 
são muito inconsistentes, visto que tanto agonistas (Marco et al., 2004; Jiang et al., 2005) como 
antagonistas dos receptores CB1 (Shearman et al., 2003; Griebel et al., 2005) apresentam 
efeitos antidepressivos. Hill e colaboradores verificaram uma diminuição significativa de 2AG e 
CB1R no hipocampo de ratos submetidos ao estresse crônico moderado por 3 semanas (Hill e 
Gorzalka, 2005). Já quando o estresse foi realizado por 10 semanas, foi verificado um aumento e 
diminuição de CB1R no córtex préfrontal e hipocampo, respectivamente. Ainda, Martin e 
colaboradores verificaram que animais cujo gene relacionado ao CB1R foi eliminado são mais 
deprimidos que seus pares que apresentam o gene expresso de forma normal (Martin et al., 
2002). Já em relação aos CB2R, Onaive e colaboradores verificaram que a administração de 
agonista deste receptor reverteu à diminuição do consumo de sacarose em camundongos 
submetidos ao estresse crônico moderado. Além disso, no mesmo trabalho foi verificada uma 
alta incidência de polimorfismo na região Q63R do CB2R em uma amostra de pacientes 
japoneses deprimidos (Onaive et al., 2008). 
 Uma das formas de plasticidade neuronal no hipocampo que tem relação direta com a 
depressão e efeitos terapêuticos dos antidepressivos é a neurogênese das células granulares do 
giro denteado hipocampal. Interessantemente, o sistema endocanabinóide, particularmente via 
CB1R, modula ativamente o processo de neurogênese (Rueda et al., 2002; Jin et al., 2004; 
2005; Aguado et al., 2005, 2006; Harkany et al., 2007). Como os eventos neuroquímicos que 
estimulam a neurogênese, envolvem ao menos em partes, a sinalização  
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intracelular mediada pelo BDNF e pCREB, é possível que os endocanabinóides possam interagir 
com tal via de sinalização. 
 
3.5.3. Papel do sistema endocanabinóide na dependência química 
 Os CB1R participam da fisiopatogenia da dependência química por dois mecanismos 
principais: i. modulação do efeito de recompensa positivo das drogas, através da inibição da 
liberação de GABA na área tegmentar ventral, e como consequência, desinibição da via 
mesolímbica (caso da maconha, nicotina, álcool e opióides, mas não dos psicoestimulantes 
como cocaína e anfetaminas) (Lupica e Riegel, 2005; Le Foll e Goldberg, 2005); ii. modulação do 
comportamento de recaída, atuando nos processos de plasticidade neuronal relacionados com 
aprendizagem associativa emocional (caso de todas as drogas de abuso). Este mecanismo se 
dá através do efeito modulatório sobre a liberação de dopamina, GABA, glutamato e acetilcolina 
em regiões do sistema límbico, incluindo: hipocampo, amígdala, córtex préfrontal, estriado dorsal 
e ventral (De Vries et al., 1999; Stewart, 2000; Shaham et al., 2003; Kalivas e McFarland, 2003). 
 Quanto ao envolvimento dos CB2R na dependência química, em um estudo recente, 
Onaive e colaboradores verificaram um aumento na expressão gênica de CB2R no encéfalo de 
camundongos tratados cronicamente com cocaína. Quanto ao etanol, alvo do presente estudo, 
camundongos submetidos ao paradigma da preferência condicionada ao local, e classificados 
como preferentes (mas não os classificados como não preferentes), apresentaram uma 
diminuição da expressão gênica de CB2R no estriado e mesencéfalo. Ainda, o tratamento com 
agonista CB2R aumentou o consumo de álcool em camundongos estressados, efeito este 
antagonizado pela administração de antagonista CB2R. No mesmo trabalho, os autores 
constataram polimorfismo na região Q63R dos receptores CB2R em amostra de japoneses 
alcoolistas (Onaive et al., 2008). Neste sentido, torna-se claro que os CB2R, assim como os 
CB1R, tem uma relação direta com o alcoolismo.  
 
3.6. Desfecho 
 Conforme descrito nesta Introdução, a aprendizagem associativa de reforço positivo é 
importante na fisiopatogenia da dependência de drogas. Além disso, a questão da comorbidade 
entre dependência e depressão é extremamente relevante. Interessantemente, tanto o sistema  
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endocanabinóide, como mecanismos epigenéticos, estão envolvidos em ambas as patologia, 
através da via de sinalização pERK e pCREB.  Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi 
de verificar o efeito da privação crônica de luz, um modelo animal de indução de comportamento 
depressivo em roedores, é capaz de alterar a aprendizagem associativa apetitiva induzida pelo 
etanol. Além disso, serão mensuradas as expressões de importantes marcadores relacionados à 































4.1. Objetivo Geral 
Verificar como um transtorno prévio do tipo depressão pode afetar a memória associativa 
apetitiva induzida pelo etanol. 
4.2. Objetivo Específico 
- Avaliar se a privação de luz em camundongos altera a preferência condicionada ao local 
induzida pelo etanol. 
- Avaliar se os efeitos comportamentais estão relacionados com alterações na expressão de 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
O desenho experimental utilizado está ilustrado abaixo (Figura 1). 
 
Figura 1 - Desenho experimental do estudo. 
5.1. Animais e o protocolo de privação de luz 
 Foram utilizados 36 camundongos suíços machos adultos (60 dias de vida e com peso 
aproximado de 30 g, no início do experimento). Todos os animais foram adquiridos do Centro de 
Desenvolvimento de Modelos Experimentais da Universidade Federal de São Paulo – 
CEDEME/UNIFESP. Os mesmos foram mantidos em condições controladas de temperatura (22 
± 1 ºC) e com ração e água a vontade, com exceção dos períodos de privação de água citados a 
seguir. O protocolo experimental e cuidado com os animais foi aprovado pelo Comitê de Ética e 
Pesquisa em Animais da Universidade. 
 Os animais do grupo Privado (N=22) foram mantidos vinte e quatro horas por dia em 
uma sala escura durante quatro semanas. As caixas foram limpas duas vezes por semana em 
luz vermelha fraca. Já o grupo Naïve (N=16) foi mantido em um ciclo de doze horas de claro/ 
escuro (com luz as 07:00h). Após as quatro semanas, os animais Privados foram readaptados à  
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luz, e ficaram durante sete dias em ciclo de doze horas claro/escuro. Após este período de 
readaptação foram realizados os testes comportamentais na ordem a seguir (Tabela 1). 
 
Tabela 1 – Dia e ordem da execução dos testes comportamentais 
Dias após o  
período de readaptação 
Teste comportamental 
1 Consumo e preferência de sacarose 
3 Campo aberto 
3 Labirinto em cruz elevado (logo após campo aberto) 
3 Nado forçado (logo após o labirinto em cruz elevado) 
4 Protocolo de preferência condicionada ao local 
 
5.2. Protocolo de consumo e preferência à sacarose. 
 Antes do teste de preferência à sacarose, os animais tiveram acesso exclusivamente a 
um bebedouro com solução de sacarose a 2% por doze horas. Este procedimento foi utilizado 
para que os animais tivessem o primeiro contato com a solução. Passado este período, os 
animais foram privados de água por doze horas e em seguida foram mantidos individualmente 
durante doze horas, em uma caixa moradia contendo dois bebedouros; um com água e outro 
com sacarose a 2%. O escore de preferência de sacarose foi estabelecido pela fórmula: 
EP=[consumo de sacarose / consumo de sacarose+ água] X 100 (Kumar et al. 2010). 
 
5.3. Teste do campo aberto 
 O teste do campo aberto, adaptado do modelo proposto por Archer, 1973, foi utilizado 
para avaliar a emocionalidade. Cada animal foi colocado no centro de uma arena circular de 50 
cm de diâmetro por 50 cm de altura. O piso da arena foi dividido em uma área central e 
periférica. Os parâmetros analisados foram mensurados através de um sistema informatizado de 
captura de imagem e análise comportamental (Ethovision ®, Amsterdam). Durante cinco minutos 
foram registradas as seguintes variáveis: tempo de permanência, número de entradas e latência 
de saída da região central da arena, tempo em movimentação ou parado, velocidade média e 
distância total percorrida.  
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5.4. Teste do Labirinto em Cruz Elevado  
 O teste do labirinto em cruz elevado é amplamente utilizado para estudo de ansiogênese 
(aumento da ansiedade) e ansiólise (diminuição da ansiedade) em camundongos (Carvalho-
Netto e Nunes-de-Souza, 2004). O aparelho do labirinto em cruz elevado consiste em dois 
braços abertos e dois braços fechados interligados por uma região central. Cada animal foi 
colocado no centro do aparelho e durante cinco minutos pôde explorar todas as regiões do 
aparelho. Durante este período foi mensurado o tempo de permanência e o número de entradas 
nos braços abertos e fechados, além do comportamento de análise de risco (risk-assessment) 
direcionado para cada um destes braços. Além disso, foi observado o comportamento de análise 
de risco direcionado para o solo, quando os animais estavam nos braços abertos do aparelho 
(Carobrez  e Bertoglio , 2005).  
 
5.5. Teste do Nado Forçado 
 O protocolo utilizado foi o mesmo realizado por Porsolt et al., 1977. Cada animal foi 
mantido durante seis minutos em um becker de vidro de 2 Litros, preenchido com água à 27º C à 
uma altura de dez centímetros. Passado um minuto de nado, no decorrer dos cinco minutos 
restantes de teste, foi avaliado, a cada minuto, o tempo em que o animal permaneceu em 
posição de imobilidade. Além disso, a cada cinco segundos foram observados o comportamento 
do animal. Esta análise adicional de escore foi utilizada para aprimorar o estudo comportamental, 
sendo avaliados os escores de nado, imobilidade ou escalada nas paredes do becker. Foi 
considerada posição de imobilidade quando o animal manteve-se imóvel no becker, realizando 
somente pequenos movimentos para a permanência da cabeça fora da água. 
 
5.6. Metodologia de indução da preferência condicionada ao local  
 No paradigma da preferência condicionada ao local, o efeito de recompensa de uma 
droga (estímulo não condicionado - ENC) é pareado repetidamente com um determinado 
contexto neutro (estímulo condicionado - EC), fazendo com que este último adquira efeitos 
recompensadores no decorrer do condicionamento. Neste sentido, a aquisição da preferência 
condicionada ao local segue os princípios do condicionamento pavloviano (memória associativa). 
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O protocolo da preferência condicionada ao local foi realizado um dia após os testes 
comportamentais utilizados para mensurar o comportamento depressivo e de ansiedade dos 
animais. O aparelho utilizado para o teste consistiu de uma caixa de acrílico (37 x 15 x 30 cm) 
divida em dois compartimentos periféricos A e B (15 x 15 x 30 cm) conectados entre si por um 
compartimento central (7 x 5 x 30 cm). Os compartimentos periféricos diferenciaram-se entre si 
pela cor da parede e textura do piso, sendo que o compartimento A apresentou paredes xadrez 
(preto e branco) e piso liso de borracha e o compartimento B paredes listradas (preto e branco) e 
piso de borracha com frisos de textura diferenciada. O protocolo consistiu de três fases: pré-
teste, fase de condicionamento e teste. 
 No pré-teste, os animais tiveram livre acesso aos três compartimentos do aparelho por 
quinze minutos, sendo avaliado o tempo de permanência em cada um dos compartimentos 
periféricos. Esta fase de pré-teste foi denominada de Preferência Não Condicionada ao Local 
(PNC). Quando detectada alguma preferência prévia por algum dos compartimentos (tempo de 
permanência acima de nove minutos em um deles), o animal foi eliminado do experimento. 
 Na fase de condicionamento, os pareamentos foram realizados durante cinco dias 
consecutivos. Os animais foram injetados com etanol (2 g/Kg, i.p.) ou solução salina, de acordo 
com o subgrupo experimental pertencente (EtOH ou Salina, respectivamente). Logo após cada 
injeção, os mesmos foram confinados por cinco minutos no compartimento (Tzschentke, 1998). 
 Passados dois dias do término da fase de condicionamento, foi realizado o teste da 
preferência condicionada ao local (PCL), onde os animais tiveram livre acesso aos três 
compartimentos do aparelho durante quinze minutos. Avaliou-se então o tempo de permanência 
no compartimento pareado com a droga. O índice de preferência condicionada ao local foi 
determinado subtraindo-se o tempo de permanência no compartimento pareado com a droga 
obtido no teste daquele obtido no pré-teste. Vale ressaltar que toda a análise comportamental foi 
realizada através de um sistema de captura informatizado de imagem e análise comportamental 
(Ethovision ®, Amsterdam).  
 Finalizado aquele teste, de acordo com o procedimento de privação e o protocolo de 
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Tabela 2 - Grupos experimentais do presente estudo. 
Grupo (N) Privação de luz Pareamentos 
NaïveSal (8) Ausente Salina x Salina 
NaïveEtOH (8) Ausente EtOH x Salina 
PrivadoSal (8) Presente Salina x Salina 




5.7.1. Procedimento de perfusão  
 Após o teste da preferência condicionada ao local, os animais foram profundamente 
anestesiados com um coquetel contendo cetamina (90 mg/kg i.p.) e xilazina (10 mg/kg i.p.). Após 
a perda do reflexo corneal, os mesmos foram perfundidos por via intra-cardíaca. De princípio, a 
perfusão foi realizada com solução tampão fosfato pH 7,4 (Phosphate Buffered Saline - PBS) em 
velocidade media de 7 mL/min por aproximadamente dez minutos, seguido por paraformaldeido 
(PFA) a 2 % por mais quinze minutos. Os encéfalos foram retirados e mantidos em uma solução 
de sacarose a 30 % por vinte e quatro horas. Foram obtidas secções encefálicas coronais de 30 
µm de espessura, ao longo do eixo septo-temporal, que foram armazenadas a -6 ºC em 
recipientes contento solução anti-congelante (500 ml de tampão fosfato; 500 ml H2O; 1,59 g 
NaH2PO4; 5,47 g Na2HPO4; 300 g sacarose, 300 ml etilenoglicol), até o processamento de 
imunohistoquimica. 
 
5.7.2. Protocolo de imunohistoquímica 
 Para o estudo imunohistoquímico foram selecionados aleatoriamente seis animais de 
cada subgrupo experimental. As diferentes imunohistoquímicas foram realizadas somente nestes 
animais selecionados, através da técnica convencional da avidina-biotina-imunoperoxidase em 
cortes soltos em banho. Os cortes foram lavados com PBS, para retirada da solução anti-
congelante e posteriormente tratados com solução de peróxido de hidrogênio a 0,3% por dez 
minutos, a fim de remover peroxidases endógenas. Em seguida, os mesmos foram lavados em 
PBS e bloqueados por trinta minutos em solução de bloqueio (90 ml de PBS 0,1M, 250µl de  
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Triton X-100, 450µl de soro normal de cabra). Nos cortes utilizados para imunohistoquímica para 
receptores CB1 e CB2 a solução de bloqueio não teve Triton X-100, já que o mesmo é um 
detergente que rompe a membrana celular e estes anticorpos são proteínas de membrana, e não 
intracelulares, como as demais que foram estudados. Após o bloqueio, os cortes foram 
incubados com os seguintes anticorpos primários em tampão fosfato e azida de sódio a 
temperatura ambiente por vinte e quatro horas: anti-pCREB (policlonal, 1:400, Cell Signaling, 
USA), anti-c-Fos (policlonal, 1:500, Santa Cruz, USA), anti-CB1 (policlonal, 1:300, Cayman), anti-
CB2 (policlonal, 1:300, Cayman), Anti-pERK (policlonal, 1:100, Cell signaling) e Anti-H3 
(policlonal, 1:100, Cell Signaling). A seguir, os cortes foram incubados com anticorpo secundário 
biotinilado na diluição de 1:600 (anti-coelho feito em cabra, Vector), 0,5 % de soro normal de 
cabra por noventa minutos, em temperatura ambiente. Posteriormente, os cortes foram tratados 
com ABC (complexo avidina-biotina, Vector) por noventa minutos e o produto final intensificado 
com diaminobenzidina. Durante todo o processamento, os cortes foram submetidos à agitação e 
no mínimo a três lavagens de dez minutos de PBS entre cada passo descrito. Os cortes foram 
montados em lâminas, desidratados e fechados com lamínula utilizando-se Entellan ®. 
 
5.7.3. Análise das imunohistoquímicas 
 Foram obtidos arquivos de fotos de cada reação de imunohistoquímica. No caso de 
CB1R e CB2R, a imunoreatividade foi avaliada por densidade (valor médio de cinza - mean grey 
value). Para tanto, o valor de cada estrutura de interesse foi subtraído do valor médio de cinza 
do corpo caloso de cada animal. Este processo foi realizado com o auxílio de um programa 
informatizado (Image J, NIH, USA). Para as demais imunohistoquímicas, a imunoreatividade foi 
mensurada por contagem celular. Em ambos os processos, a quantificação foi bilateralmente 
(quando possível, dependendo da estrutura) em três cortes por animal. O resultado final foi 
expresso como a média dos valores obtidos em uma área de 250 µm. Foram consideradas as 
seguintes estruturas encefálicas: córtex pré-frontal (cingulado anterior, infralímbico e pré-
limbico), córtex motor, estriado (dorsomedial, dorsolateral, nucleus accumbens core, nucleus 
accumbens shell), hipocampo (giro denteado, CA1, CA2, CA3), córtex perirrinal e piriforme, 
amígdala (basolateral e central), hipotálamo (núcleo ventromedial e núcleo mamilar medial),  
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substância periaquedutal cinzenta, substância negra (compacta, reticulata e lateral) e área 
tegmentar ventral. 
 
5.8. Análise estatística 
 Os dados obtidos no teste do campo aberto, labirinto em cruz elevado e nado forçado 
foram analisados através do Teste T de Student. Já o escore de preferência condicionada ao 
local, bem como todas as variáveis obtidas nos estudos histológicos foram analisado por uma 
ANOVA de duas vias, considerando os seguintes fatores: privação (Naïve x Privados) e 
pareamento utilizado no protocolo da preferência condicionada (EtOH x Sal). Foi utilizado o teste 
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6. RESULTADOS 
6.1. Estudos comportamentais 
 
6.1.1. Efeito da privação de luz sobre o consumo e preferência à sacarose 
 Os dados obtidos no teste do consumo de sacarose estão apresentados na Tabela 3. 
Não houve diferença entre os grupos experimentais em nenhum dos parâmetros avaliados. 
 
Tabela 3 - Variáveis comportamentais avaliadas no teste de consumo e preferência à sacarose. 
Variáveis Naïve (N=16) Privado (N=22) Parâmetros estatísticos 
Água 30 min (mL) 1,31 ± 0,15 1,51 ± 0,17 T=0,88 P=0,38 
Sacarose 30 min (mL) 2,21 ± 0,21 2,61 ± 0,31 T=1,09 P=0,29 
Preferência 30 min  62,51 ± 3,57 62,83 ± 3,53 T=0,07 P=0,95 
Água 10 h (mL) 2,81 ± 0,25 2,82 ± 0,34 T=0,01 P=0,99 
Sacarose 10 h (mL) 6,21 ± 0,64 8,01 ± 0,62 T=2,02 P=0,08 
Preferência 10 min  68,35 ± 1,84 73,59 ± 2,13 T=1,86 P=0,08 
Os dados estão expressos como média ± E.P.M. e representa o consumo de água e sacarose (mL) durante 30 
minutos e 10 horas, bem como o escore de preferência durante estas diferentes sessões.  
 
6.1.2. Efeito da privação de luz sobre os comportamentos avaliados no campo aberto 
 Os dados obtidos no teste do campo aberto estão descritos na Tabela 4 e Figuras 2, 3, 4 
e 5. A privação de luz não afetou a exploração na região central da arena, já que não houve 
diferenças entre o grupo Privado e Naïve no tempo de permanência, número de entradas e 
latência de saída da região central da arena. Por outro lado, a privação aumentou o tempo em 
movimentação, distância percorrida e velocidade média de exploração, enquanto que diminuiu o 
tempo que o animal permaneceu parado durante o teste. Ou seja, o protocolo de privação 
promoveu um aumento da atividade locomotora no teste do campo aberto. 
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Tabela 4 - Variáveis comportamentais analisadas no teste do campo aberto. 
Variáveis Naïve (N=16) Privado (N=22) Parâmetros estatísticos 
T_centro (s) 78,15 ± 12,26 66,67 ± 3,64 T=1,02 P=0,31 
Lat_centro (s) 6,51 ± 2,48 3,65 ± 1,08 T=1,16 P=0,25 
Freq_centro 25,25 ± 2,89 31,01 ± 2,08 T=1,66 P=0,11 
T_mov (s) 188,59 ± 8,08 209,39 ± 5,03 * T=2,29 P<0,05 
Dist (cm) 1559,91 ± 106,31 2020,25 ± 104,13 ** T=2,76 P<0,01 
T_par (s) 111,41 ± 8,08 90,61 ± 5,03 * T=2,29 P<0,05 
Vel (cm/s) 6,03 ± 0,39 7,29 ± 0,37 * T=2,28 P<0,05 
Os dados estão expressos como média ± E.P.M. T_centro=tempo de permanência na região central 
da arena; Lat_centro=latência de saída da região central da arena; Freq_centro=número de vezes 
que cruzou a região central da arena. * P<0,05 em relação ao grupo Naïve. 
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Figura 2- Tempo em movimentação durante os cinco minutos do teste do campo aberto. Os 
dados estão expressos em média ± E.P.M. N=16 e 22, para os grupos Naïve e Privado, 
respectivamente. * P<0,05 em relação ao grupo Naïve.  
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Figura 3- Distância percorrida durante os cinco minutos do teste do campo aberto. Os dados 
estão expressos em média ± E.P.M. N=16 e 22, para os grupos Naïve e Privado, 














Figura 4- Tempo em que o animal permaneceu parado durante os cinco minutos do teste do 
campo aberto. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=16 e 22, para os grupos Naïve 














Figura 5- Velocidade média de locomoção durante os cinco minutos do teste do campo aberto. 
Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=16 e 22, para os grupos Naïve e Privado, 
respectivamente. * P<0,05 em relação ao grupo Naïve. 
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6.1.3. Efeito da privação de luz sobre os comportamentos avaliados no labirinto em cruz elevado 
Os dados obtidos no teste do labirinto em cruz elevado estão ilustrados na Tabela 5 e 
Figuras 6, 7 e 8. Não houve diferença entre os grupos experimentais quanto à porcentagem de 
entradas, e de tempo de permanência nos braços abertos, bem como no número de entradas em 
todos os braços do aparelho. No entanto, os animais privados de luz apresentaram um aumento 
no comportamento de avaliação de risco, direcionado tanto para os braços abertos, quanto para 
os braços fechados do aparelho. Além disso, houve uma diminuição do comportamento de risco 
realizado no braço aberto, direcionado para o solo. Estes dados sugerem que a privação de luz 
produz um estado similar ao medo (ansiedade) nos camundongos.  
 
Tabela 5- Variáveis comportamentais analisadas no teste do labirinto em cruz elevado. 
Variáveis Naïve (N=16) Privado (N=22) Parâmetros estatísticos 
NA% 25,89 ± 1,42 22,88 ± 1,46 T=1,43 P=0,45 
TA% 55,63 ± 4,35 53,68 ± 2,69 T=0,41 P=0,17 
NT 15,51 ± 0,86 13,73 ± 0,57 T=1,62 P=0,31 
RAA 22,38 ± 2,02 67,86 ± 4,32 ** T=8,48 P<0,001 
RAF 1,25 ± 0,35 10,05 ± 1,22 ** T=5,99 P<0,001 
RAAb 12,06 ± 2,58 6,01 ± 0,84 * T=2,53 P<0,05 
Os dados estão expressos como média ± E.P.M. * P<0,05 ** P<0,001, em relação ao grupo Naïve. 
NA%=porcentagem de entrada nos braços abertos em relação as entradas em todos os braços do aparelho; 
TA%=porcentagem do tempo de permanência nos braços abertos em relação ao tempo em todos os braços 
do aparelho; NT=número de entrada em todos os braços do aparelho; RAA=comportamento de avaliação de 
risco direcionado aos braços abertos; RAF=comportamento de avaliação de risco direcionado aos braços 
fechados; RAAb=comportamento de avaliação de risco nos braços abertos, direcionado para o solo. 
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Figura 6- Número de comportamento de avaliação de risco direcionado para os braços abertos 
(RAA) do labirinto em cruz elevado. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=16 e 22, 
para os grupos Naïve e Privado, respectivamente. ** P<0,01 em relação ao grupo Naïve. 
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Figura 7- Número de comportamento de avaliação de risco direcionado para os braços fechados 
(RAF) do labirinto em cruz elevado. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=16 e 22, 
para os grupos Naïve e Privado, respectivamente. ** P<0,01 em relação ao grupo Naïve. 
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Figura 8- Número de comportamento de avaliação de risco direcionado para baixo durante a 
exploração dos braços abertos (RAAb) do labirinto em cruz elevado. Os dados estão expressos 
em média ± E.P.M. N=16 e 22, para os grupos Naïve e Privado, respectivamente. ** P<0,01 em 
relação ao grupo Naïve. 
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6.1.4. Efeito da privação de luz sobre os comportamentos avaliados no teste do nado forçado 
Os dados obtidos no teste do nado forçado estão ilustrados na Tabela 6 e Figuras 9, 10, 
11 e 12. Os animais privados de luz apresentaram um aumento no tempo e no escore de 
imobilidade, bem como uma diminuição no escore de nado e na latência para apresentar a 
primeira posição de imobilidade. Não houve diferença entre os grupos experimentais quanto ao 
escore de escalada. Estes dados sugerem que a privação de luz produz um estado similar à 
depressão (diminuição da motivação para escapar de situações estressantes). 
 
Tabela 6- Variáveis comportamentais analisadas no teste do nado forçado. 
Variáveis Naïve (N=16) Privado (N=22) Parâmetros estatísticos 
Lat_Imob (s) 66,38 ± 5,84 45,36 ± 2,94 ** T=3,47 P<0,001 
T_Imob (s) 134,06 ± 11,32 188,04 ± 8,02 ** T=4,01 P<0,001 
Esc_Imob 27,18 ± 2,31 37,45 ± 1,58 ** T=3,79 P<0,001 
Esc_Nado 18,62 ± 2,18 10,73 ± 1,84 * T=2,77 P<0,05 
Esc_Escalada 2,25 ± 0,86 0,59 ± 0,45 T=1,84 P=0,07 
Os dados estão expressos como média ± E.P.M. * P<0,05 ** P<0,001, em relação ao grupo Naïve. Lat_Imob=tempo 
para apresentar-se pela primeira vez em posição de imobilidade. T_Imob=tempo em posição de imobilidade. 
Esc_Imob=escore de imobilidade. Esc_Nado=escore de nado. Esc_Escalada=escore de escalada nas paredes do 
cilindro. * P<0,05 ** P<0,001 em relação ao grupo Naïve.  
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Figura 9- Latência para o aparecimento do primeiro comportamento em posição de imobilidade 
durante o teste do nado forçado. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=16 e 22, para 
os grupos Naïve e Privado, respectivamente. ** P<0,01 em relação ao grupo Naïve. 
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Figura 10- Tempo de permanência em posição de imobilidade durante os quatro últimos minutos 
do teste do nado forçado. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=16 e 22, para os 
grupos Naïve e Privado, respectivamente. ** P<0,01 em relação ao grupo Naïve. 
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Figura 11- Escore de imobilidade durante os quatro últimos minutos do teste do nado forçado. 
Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=16 e 22, para os grupos Naïve e Privado, 
respectivamente. ** P<0,01 em relação ao grupo Naïve. 
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Figura 12- Escore de nado durante os quatro últimos minutos do teste do nado forçado. Os 
dados estão expressos em média ± E.P.M. N=16 e 22, para os grupos Naïve e Privado, 
respectivamente. * P<0,05 em relação ao grupo Naïve. 
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6.1.5. Efeito da privação de luz sobre a preferência condicionada ao local induzida pelo etanol 
O escore de preferência condicionada ao local induzida pelo etanol em todos os 
subgrupos experimentais encontra-se ilustrado na Figura 13. Conforme esperado, os animais do 
grupo Naïve que foram tratados com etanol e salina apresentaram uma preferência significativa 
pelo compartimento pareado com a droga. Houve um aumento do escore de preferência 
condicionada ao local no subgrupo NaïveEtOH quando comparado ao subgrupo NaïveSal. No 
entanto, o etanol não foi capaz de induzir preferência condicionada ao local nos animais privados 
de luz. Embora não houve diferença significativa entre os subgrupos NaïveEtOH e PrivadoEtOH, 
este último apresentou escore de preferência similar ao do subgrupo PrivadoSalina. Finalmente, 
não houve diferença entre os animais pareados somente com salina, no que se refere ao efeito 
da privação de luz. Ou seja, o subgrupo Privado_Sal apresentou o mesmo escore que o 
subgrupo Naïve_Sal. Estes dados sugerem que a privação de luz impediu o desenvolvimento 
e/ou a expressão da preferência condicionada ao local induzida pelo etanol.  
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Figura 13- Escore de preferência condicionada ao local induzida pelo etanol. Os dados estão 
expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, 
PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,05 em relação ao respectivo subgrupo 
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6.2. Estudos imunohistoquímicos 
Como o presente estudo considerou uma quantidade expressiva de regiões encefálicas 
para a análise imunohistoquímica, no corpo da dissertação serão apresentados somente os 
valores referentes às estruturas em que houve diferença significativa entre os subgrupos 
experimentais. Os valores na integra de todas as estruturas, bem como os parâmetros 
estatísticos para cada análise, estão descritos em tabelas (uma para cada imunohistoquímica) 
inseridas na dissertação em forma de anexos. 
 
6.2.1. Expressão de CB1R 
 
A Figura 14 mostra a fotomicrografia ilustrativa da imunohistoquímica para CB1R. Já 
as Figuras 15 a 24 ilustram os gráficos das densidades de CB1R nas regiões onde foram 
encontradas diferenças significativas entre os subgrupos experimentais (ver também Anexo 1). 
Em relação ao efeito da privação da luz, todos os animais, independente da condição 
de pareamento, apresentaram uma diminuição na densidade de CB1R na camada granular do 
giro denteado superior e inferior (DDgs, DGgi) e na região dorsomedial do estriado (DmS). 
Houve uma diminuição de CB1R na porção ventromedial do hipotálamo (VmH) exclusivamente 
nos animais pareados com salina. Por outro lado, somente nos animais pareados com etanol foi 
constatada diminuição de CB1R na camada piramidal do CA1 e CA2, bem como no córtex 
perirrinal (PrH).  
Em relação à condição de pareamento na preferência condicionada, todos os animais 
pareados com álcool, independente de terem sidos privados ou não de luz, tiveram uma 
diminuição de CB1R na substância periaquedutal cinzenta (PAG). Na região dos núcleos 
dopaminérgicos mesencefálicos (SNc, SNl e VTA) o etanol também diminuiu a expressão de 
CB1R, mas o efeito não foi detectado do ponto de vista estatístico nos animais privados de luz 
provavelmente porque tal procedimento diminuiu a expressão deste receptor nos animais 
pareados somente com salina. Ou seja, nossos dados não nos permite afirmar que a menor 
expressão de CB1R no subgrupo PrivadoEtOH foi decorrente da privação ou do pareamento 
com etanol, ou ainda, de ambos os procedimentos. 
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Figura 15- Densidade de CB1R no estriado dorsomedial. Os dados estão expressos em média ± 
E.P.M. e representam o valor de cinza médio da estrutura subtraído do valor de cinza médio do 
corpo caloso (os quais variam de 0 a 255). N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos NaïveSal, 















Figura 16- Densidade de CB1R na camada piramidal da região CA1. Os dados estão expressos 
em média ± E.P.M. e representam o valor de cinza médio da estrutura subtraído do valor de 
cinza médio do corpo caloso (os quais variam de 0 a 255). N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ## P<0,01 em relação ao 
respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 17- Densidade de CB1R na camada piramidal da região CA2. Os dados estão expressos 
em média ± E.P.M. e representam o valor de cinza médio da estrutura subtraído do valor de 
cinza médio do corpo caloso (os quais variam de 0 a 255). N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. # P<0,05 em relação ao 
respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 18- Densidade de CB1R na camada granular da porção inferior do giro denteado. Os 
dados estão expressos em média ± E.P.M. e representam o valor de cinza médio da estrutura 
subtraído do valor de cinza médio do corpo caloso (os quais variam de 0 a 255). N=8, 8, 8 e 14, 
para os subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. # P<0,05 
## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 19- Densidade de CB1R no córtex perirrinal. Os dados estão expressos em média ± 
E.P.M. e representam o valor de cinza médio da estrutura subtraído do valor de cinza médio do 
corpo caloso (os quais variam de 0 a 255). N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos NaïveSal, 
NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,05 em relação ao respectivo 
subgrupo Sal. # P<0,05 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 20- Densidade de CB1R no núcleo ventromedial hipotalâmico. Os dados estão expressos 
em média ± E.P.M. e representam o valor de cinza médio da estrutura subtraído do valor de 
cinza médio do corpo caloso (os quais variam de 0 a 255). N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ## P<0,01 em relação ao 













Figura 21- Densidade de CB1R na substância periaquedutal cinzenta. Os dados estão 
expressos em média ± E.P.M. e representam o valor de cinza médio da estrutura subtraído do 
valor de cinza médio do corpo caloso (os quais variam de 0 a 255). N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,05 ** 













Figura 22- Densidade de CB1R na substância negra. Os dados estão expressos em média ± 
E.P.M. e representam o valor de cinza médio da estrutura subtraído do valor de cinza médio do 
corpo caloso (os quais variam de 0 a 255). N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos NaïveSal, 
NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em relação ao respectivo 
subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 23- Densidade de CB1R na substância negra lateral. Os dados estão expressos em 
média ± E.P.M. e representam o valor de cinza médio da estrutura subtraído do valor de cinza 
médio do corpo caloso (os quais variam de 0 a 255). N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,05 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal. # P<0,05 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 24- Densidade de CB1R na área tegmentar ventral. Os dados estão expressos em média 
± E.P.M. e representam o valor de cinza médio da estrutura subtraído do valor de cinza médio 
do corpo caloso (os quais variam de 0 a 255). N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos NaïveSal, 
NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em relação ao respectivo 
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6.2.2. Expressão de CB2R 
A Figura 25 mostra a fotomicrografia ilustrativa da imunohistoquímica para CB2R. Já as 
Figuras 26 a 29 ilustram os gráficos de densidade de CB2R nas regiões onde foram encontradas 
diferenças significativas entre os subgrupos experimentais (ver também Anexo 2). 
Tanto a privação de luz, quanto o pareamento com etanol, quando isolados, foram 
capazes de aumentar a densidade de CB2R no nucleus accumbens shell (Acbsh). De fato, tanto 
o subgrupo NaïveEtOH quanto o PrivadoSal teve maior expressão deste receptor quando 
comparado ao subgrupo NaïveSal. No entanto, fica uma incógnita se o pareamento com etanol 
também não aumentaria a expressão de CB2R nos animais privados de luz, já que a privação 
per se aumenta a expressão deste receptor nos animais pareados somente com salina. Ou seja, 
nossos dados não nos permite afirmar que a maior expressão de CB2R no subgrupo 
PrivadoEtOH foi decorrente da privação ou do pareamento com etanol, ou ainda, de ambos os 
procedimentos. Por outro lado, a associação de ambos os procedimentos é uma condição 
necessária para induzir o aumento de CB2R no núcleo basolateral da amígdala (BlA), camada 
piramidal do CA2 (CA2pyr) e hilo. 
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Figura 25- Fotomicrografia ilustrativa de CB2R.  
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Figura 26- Densidade de CB2R no nucleus accumbens shell. Os dados estão expressos em 
média ± E.P.M. e representam o valor de cinza médio da estrutura subtraído do valor de cinza 
médio do corpo caloso (os quais variam de 0 a 255). N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 27- Densidade de CB2R na camada piramidal do CA2. Os dados estão expressos em 
média ± E.P.M. e representam o valor de cinza médio da estrutura subtraído do valor de cinza 
médio do corpo caloso (os quais variam de 0 a 255). N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,05 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal. # P<0,05 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 28- Densidade de CB2R no hilo. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. e 
representam o valor de cinza médio da estrutura subtraído do valor de cinza médio do corpo 
caloso (os quais variam de 0 a 255). N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, 
PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Sal. 
## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 29- Densidade de CB2R no núcleo basolateral da amígdala. Os dados estão expressos 
em média ± E.P.M. e representam o valor de cinza médio da estrutura subtraído do valor de 
cinza médio do corpo caloso (os quais variam de 0 a 255). N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,05 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal. # P<0,05 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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6.2.3. Expressão de pERK 
A Figura 30 mostra a fotomicrografia ilustrativa da imunohistoquímica para pERK. Já as 
Figuras 31 a 36 ilustram os gráficos da expressão de pERK nas regiões onde foram encontradas 
diferenças significativas entre os subgrupos experimentais (ver também Anexo 3). 
Os subgrupos de animais pareados com álcool tiveram uma diminuição na expressão de 
pERK no córtex infra-límbico (IL) e pré-límbico (PrL) quando comparados aos pareados somente 
com salina, independente do fator privação de luz. Por outro lado, tanto o pareamento com álcool 
como a privação de luz foram capazes de diminuir a expressão de pERK na camada piramidal 
do CA2 e CA3 (CA2pyr e CA3pyr, respectivamente), bem como núcleo central da amígdala 
(CeA) e córtex perirrinal (Prh). No entanto, novamente fica uma incógnita se o pareamento com 
etanol também não diminuiria a expressão de pERK nos animais privados de luz, já que a 
privação per se diminui a expressão desta cinase nos animais pareados somente com salina. Ou 
seja, nossos dados não nos permite afirmar que a menor expressão de pERK no subgrupo 



























Figura 31- Número de células com imunoreatividade (IR) para pERK em 250 µm2 do córtex 
infralímbico. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,05 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal.  
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Figura 32- Número de células com imunoreatividade (IR) para pERK em 250 µm2 do córtex pré-
límbico. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,05 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal.  
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Figura 33- Número de células com imunoreatividade (IR) para pERK em 250 µm2 da camada 
piramidal do CA2. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em 
relação ao respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 34- Número de células com imunoreatividade (IR) para pERK em 250 µm2 da camada 
piramidal do CA3. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em 
relação ao respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 35- Número de células com imunoreatividade (IR) para pERK em 250 µm2 do córtex 
perirrinal. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 36- Número de células com imunoreatividade (IR) para pERK em 250 µm2 do núcleo 
central da amígdala. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em 
relação ao respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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6.2.4. Expressão de histona acetilada 
A Figura 37 mostra a fotomicrografia ilustrativa da imunohistoquímica para Histona 3 
acetilada. Já as Figuras 38 a 47 ilustram os gráficos da expressão de pERK nas regiões onde 
foram encontradas diferenças significativas entre os subgrupos experimentais (ver também 
Anexo 4). 
O efeito isolado do pareamento com etanol sobre a expressão de H3 pode ser verificado 
pela comparação entre os subgrupos NaÏveEtOH e NaïveSal. Houve uma aumento de H3 na 
camada piramidal CA1 e diminuição de H3 na camada granular da porção inferior do giro 
denteado (DGi) e núcleo basolateral da amígdala. A privação de luz promoveu o mesmo efeito 
(considerando a comparação entre NaïveSal x PrivadoSal), embora também tenha diminuído H3 
no córtex cingulado anterior (Cg1). Um fato interessante é que houve diferenças significativas 
quanto ao padrão da expressão de H3, ao se analisar a interação entre estes dois fatores 
(pareamentos com etanol e privação de luz). De fato, foi constatado aumento de H3 no estriado 
dorsal (DmS e DlS), na camada piramidal CA3, no hilo e na substância periaquedutal cinzenta 
(PAG), embora tenha sido verificado adicionalmente uma diminuição de H3 na camada granular 
da porção superior do giro denteado (DGs). Sendo assim, a interação entre a aprendizagem 
associativa induzida pelo etanol e a privação de luz é capaz de alterar o padrão de acetilação de 
histona induzido por estes fatores em isolado. 
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Figura 38- Número de células com imunoreatividade (IR) para H3 acetilada em 250 µm2 no 
córtex cingulado anterior. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,05 em 














Figura 39- Número de células com imunoreatividade (IR) para H3 acetilada em 250 µm2 no 
estriado dorsolateral. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,05 em 
relação ao respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 40- Número de células com imunoreatividade (IR) para H3 acetilada em 250 µm2 no 
estriado dorsomedial. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. # P<0,05 em 
relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 41- Número de células com imunoreatividade (IR) para H3 acetilada em 250 µm2 na 
camada piramidal do CA1. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para 
os subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,05 ** 













Figura 42- Número de células com imunoreatividade (IR) para H3 acetilada em 250 µm2 na 
camada piramidal do CA3. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para 
os subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,05 em 
relação ao respectivo subgrupo Sal. # P<0,05 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 43- Número de células com imunoreatividade (IR) para H3 acetilada em 250 µm2 na 
camada granular da porção superior do giro denteado. Os dados estão expressos em média ± 
E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, 
respectivamente. ** P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao 
respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 44- Número de células com imunoreatividade (IR) para H3 acetilada em 250 µm2 na 
camada granular da porção inferior do giro denteado. Os dados estão expressos em média ± 
E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, 
respectivamente. * P<0,05 em relação ao respectivo subgrupo Sal. # P<0,05 em relação ao 
respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 45- Número de células com imunoreatividade (IR) para H3 acetilada em 250 µm2 no hilo. 
Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos NaïveSal, 













Figura 46- Número de células com imunoreatividade (IR) para H3 acetilada em 250 µm2 no 
núcleo basolateral da amígdala Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, 
para os subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** 














Figura 47- Número de células com imunoreatividade (IR) para H3 acetilada em 250 µm2 na 
substância periaquedutal cinzenta. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 
14, para os subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** 
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6.2.5. Expressão de c-Fos 
A Figura 48 mostra a fotomicrografia ilustrativa da imunohistoquímica para c-Fos. Já as 
Figuras 49 a 62 ilustram os gráficos da expressão de pERK nas regiões onde foram encontradas 
diferenças significativas entre os subgrupos experimentais (ver também Anexo 5). 
De acordo com os dados obtidos nos subgrupos de animais não submetidos à privação 
de luz, pode-se constatar que a expressão da preferência condicionada ao local induzida pelo 
etanol promove um aumento de c-Fos nos córtices pré-límbico (PrL) e cingulado anterior (Cg1), 
na camada piramidal do CA2 e CA3 e na substância periaquedutal cinzenta (PAG). Além disso, 
houve uma diminuição de c-Fos nos núcleos dopaminérgicos mesencefálicos, mais 
especificamente na substância negra central (SNc) e lateral (SNl), embora na SNl esta 
diminuição também tenha sido verificado nos animais tratados com álcool e submetidos a 
privação de luz. O aumento nas estruturas acima descritas não foi observado nos animais 
privados de luz. De fato, ao se comparar a expressão de c-Fos entre os subgrupos NaïveEtOH e 
PrivadoEtOH, pode-se verificar que este último subgrupo apresenta uma diminuição significativa 
de c-Fos no PrL, Cg1, CA2, CA3, PAG. Tal diminuição se estendeu para outras estruturas, tais 
como: córtex motor (M12), núcleo hipotalâmico mamilar medial (MM), estriado dorsolateral (DlS) 
e dorsomedial (DmS). Além disso, o subgrupo PrivadoEtOH teve menor expressão de c-Fos na 
substância negra reticulada (SNr), quando comparado ao seu respectivo subgrupo Naïve. 
Finalmente, está menor expressão de c-Fos, agora comparada com os subgrupos PrivadoSal e 
NaïveEtOH, foi verificada no nucleus accumbens core (Acbco) e área tegmentar ventral (VTA).  
Sendo assim, nossos dados sugerem que a expressão da preferência condicionada ao local 
envolve a ativação de subnúcleos do córtex préfrontal medial, hipocampo e PAG. Além disso, o 
procedimento de privação de luz foi capaz de abolir a ativação dessas estruturas. 
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Figura 49- Número de células com imunoreatividade (IR) para c-Fos em 250 µm2 córtex pré-
límbico. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,05 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 50- Número de células com imunoreatividade (IR) para c-Fos em 250 µm2 córtex 
cingulato anterior. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,05 em 
relação ao respectivo subgrupo Sal. # P<0,05 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 51- Número de células com imunoreatividade (IR) para c-Fos em 250 µm2 córtex motor. 
Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos NaïveSal, 













Figura 52- Número de células com imunoreatividade (IR) para c-Fos em 250 µm2 no nucleus 
accumbens core. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em 
relação ao respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 53- Número de células com imunoreatividade (IR) para c-Fos em 250 µm2 no estriado 
dorsolateral. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ## P<0,01 em relação ao 
respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 54- Número de células com imunoreatividade (IR) para c-Fos em 250 µm2 no estriado 
dorsomedial. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ## P<0,01 em relação ao 
respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 55- Número de células com imunoreatividade (IR) para c-Fos em 250 µm2 na camada 
piramidal CA2. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 56- Número de células com imunoreatividade (IR) para c-Fos em 250 µm2 na camada 
piramidal CA3. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,01 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal. # P<0,05 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 57- Número de células com imunoreatividade (IR) para c-Fos em 250 µm2 na substância 
periaquedutal cinzenta. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em 
relação ao respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 58- Número de células com imunoreatividade (IR) para c-Fos em 250 µm2 no núcleo 
hipotalâmico mamilar medial. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para 
os subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. # P<0,05 em 
relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 59- Número de células com imunoreatividade (IR) para c-Fos em 250 µm2 na substância 
negra compacta. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em 
relação ao respectivo subgrupo Sal. # P<0,05 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 60- Número de células com imunoreatividade (IR) para c-Fos em 250 µm2 na substância 
negra reticulada. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em 
relação ao respectivo subgrupo Sal. 
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Figura 61- Número de células com imunoreatividade (IR) para c-Fos em 250 µm2 na substância 
negra lateral. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,05 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal. 
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Figura 62- Número de células com imunoreatividade (IR) para c-Fos em 250 µm2 na área 
tegmentar ventral. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em 
relação ao respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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6.2.6. Expressão de pCREB 
A Figura 63 mostra a fotomicrografia ilustrativa da imunohistoquímica para pCREB. Já as 
Figuras 64 a 77 ilustram os gráficos da expressão de pERK nas regiões onde foram encontradas 
diferenças significativas entre os subgrupos experimentais (ver também Anexo 6). 
De acordo com os dados obtidos nos subgrupos de animais não submetidos à privação 
de luz, pode-se constatar que a expressão da preferência condicionada ao local induzida pelo 
etanol promove um aumento de pCREB em todos os subnúcleos do córtex préfrontal medial 
(infralímbico - IL, prelímbico - PrL, cingulado anterior - Cg1), córtex motor (M12), nucleus 
accumbens core (Acbco), estriado dorsomedial (DmS), camada piramidal CA1, camada granular 
do giro denteado (DGgr), córtex piriforme (Pir), córtex perirrinal (Prh), núcleo central da amígdala 
(CeA), e substância negra reticulada (SNr). Por outro lado, nos animais submetidos à privação, 
este aumento não foi verificado em vários destes núcleos. De fato, ao comparar o subgrupo 
PrivadoEtOH com o NaïveEtOH, houve uma menor expressão de pCREB no IL, Cg1, M12, 
Acbco, CA1, DGgr, Pir Prh e SNr. Esta diminuição também se estendeu pra área tegmentar 
ventral (VTA). Um fato interessante, é que o protocolo de privação foi capaz de promover 
alterações tardias na expressão de pCREB nos animais Sal. Houve um aumento significativo de 
pCREB no IL, PrL, CeA e substância negra lateral (SNl) quando comparado ao grupo Sal não 
privado de luz. Sendo assim, a expressão da preferência condicionada ao local envolve a 
expressão de pCREB no córtex préfrontal medial e motor, alguns subnúcleos do estriado (Acbco, 
DmS) e hipocampo (CA1, DG), regiões corticais adjacentes a formação hipocampal (Pir, Prh) e 
SNr. A privação de luz foi capaz de abolir tal efeito, embora tenha aumentado a expressão de 
pCREB no IL, PrL, CeA e SNl).  
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Figura 64- Número de células com imunoreatividade (IR) para pCREB em 250 µm2 no córtex 
infralímbico. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 65- Número de células com imunoreatividade (IR) para pCREB em 250 µm2 no córtex 
pré-límbico. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 66- Número de células com imunoreatividade (IR) para pCREB em 250 µm2 no córtex 
cingulado anterior. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em 
relação ao respectivo subgrupo Sal. # P<0,05 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 67- Número de células com imunoreatividade (IR) para pCREB em 250 µm2 no córtex 
motor. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 68- Número de células com imunoreatividade (IR) para pCREB em 250 µm2 no nucleus 
accumbens core. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em 
relação ao respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 69- Número de células com imunoreatividade (IR) para pCREB em 250 µm2 no estriado 
dorsomedial. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal.  
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Figura 70- Número de células com imunoreatividade (IR) para pCREB em 250 µm2 na camada 
piramidal CA1. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,05 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 71- Número de células com imunoreatividade (IR) para pCREB em 250 µm2 na camada 
granular do giro denteado. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para 
os subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em 
relação ao respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 72- Número de células com imunoreatividade (IR) para pCREB em 250 µm2 no córtex 
piriforme. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal. # P<0,05 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
  112 
Resultados 










Figura 73- Número de células com imunoreatividade (IR) para pCREB em 250 µm2 no córtex 
perirrinal. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os subgrupos 
NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,05 em relação ao 
respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 74- Número de células com imunoreatividade (IR) para pCREB em 250 µm2 no núcleo 
central da amígdala. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. ** P<0,01 em 
relação ao respectivo subgrupo Sal. # P<0,05 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 75- Número de células com imunoreatividade (IR) para pCREB em 250 µm2 na 
substância negra reticulada. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para 
os subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. * P<0,05 em 
relação ao respectivo subgrupo Sal. ## P<0,01 em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 76- Número de células com imunoreatividade (IR) para pCREB em 250 µm2 na 
substância negra lateral. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. # P<0,05 em 
relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Figura 77- Número de células com imunoreatividade (IR) para pCREB em 250 µm2 na área 
tegmentar ventral. Os dados estão expressos em média ± E.P.M. N=8, 8, 8 e 14, para os 
subgrupos NaïveSal, NaïveEtOH, PrivadoSal e PrivadoEtOH, respectivamente. # P<0,05 em 
relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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O presente estudo mostrou que a privação de luz induziu um estado de ansiedade 
(mensurado no teste do Labirinto em Cruz Elevado), desamparo (avaliado pelo teste do nado 
forçado) e hiperatividade (vista no teste do campo aberto). No entanto, tal protocolo não foi 
capaz de promover anedonia (analisada pelo consumo e/ou preferência por sacarose). Estas 
alterações comportamentais são comumente vistas em diferentes modelos animais de 
depressão, e por conta disso, são consideradas importantes parâmetros nos estudos 
farmacológicos e neurobiológicos no que se refere à depressão. 
Nem todos os modelos animais de depressão avaliam os aspectos anedônicos, e 
quando avaliados, em geral, o modelo adotado consiste naqueles que envolvem exposição 
crônica ao estresse. No entanto, existem importantes inconsistências em relação à indução de 
anedonia a partir do uso destes modelos (para revisão ver Willner, 1997; Strekalova et al., 2011). 
Além disso, uma característica importante neste aspecto é que existe claramente uma dicotomia 
entre os roedores no sentido de expressar ou não a anedonia. De fato, de acordo com o 
consumo e/ou preferência à sacarose, os animais são classificados como sensíveis ou 
resilientes (Bergoström et al., 2008; Strekalova e Steinbusch, 2010, Christensen et al., 2011). 
Sendo assim, existe uma grande variabilidade inerente a este modelo, e possivelmente, tal 
variabilidade pode explicar os resultados negativos apresentados neste estudo no que se refere 
ao consumo e/ou preferência à sacarose.  
Sabe-se que existe uma grande coexpressão entre ansiedade e depressão e tal 
coexpressão representa um dos principais achados em modelos animais de depressão utilizando 
roedores. No presente estudo foi verificado que a privação de luz foi capaz de aumentar o 
comportamento de avaliação de risco, um excelente indicativo de aumento do estado de 
ansiedade (Carobrez e Bertoglio, 2005). No que se refere aos modelos de exposição crônica ao 
estresse, os resultados em relação à ansiedade são conflitantes. Alguns estudos, assim como o 
nosso, mostram um aumento nos níveis de ansiedade (Bondi et al., 2008; Pechlivanova et al., 
2012), enquanto outros relatam um efeito ansiolítico paradoxal (D'Aquila et al., 1994, Rössler et 
al., 2000; Kompagne et al., 2008) ou nenhum efeito (Cox et al., 2011). Tais divergências podem 
ser resultantes da forma pela qual o comportamento do animal foi avaliado no teste de  
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ansiedade. Conforme descrito anteriormente, a privação de luz não alterou a exploração nos 
braços abertos do labirinto em cruz elevado. Tal medida é a mais utilizada para se verificar os 
níveis de ansiedade. No entanto, conforme revisado por Carobrez e Bertoglio (2005), uma 
análise mais acurada, através da consideração dos comportamentos de avaliação de risco, é um 
procedimento fundamental para inferir o estado de ansiedade do animal neste modelo. 
Um dos achados mais consistentes em modelos animais de depressão é o 
comportamento de desamparo, o qual pode ser mensurado pelo aumento do comportamento de 
imobilidade no teste do nado forçado. No presente estudo foi constatado que a privação de luz 
aumentou significativamente a imobilidade no nado forçado, corroborando o estudo pioneiro do 
modelo de privação de luz, desenvolvido por Gonzalez e Aston-Jones (2008). Resultados 
semelhantes têm sido relatados em modelos animais que envolvem exposição crônica ao 
estresse (Bielajew et al., 2003; Kompagne  et al., 2008; Elizalde et al., 2008). Além disso, tal 
parâmetro é o mais utilizado para se avaliar a ação antidepressiva de inúmeros procedimentos 
(Borsini e Meli, 1988; Lucki 1997). 
Um resultado interessante observado no presente estudo foi a hiperatividade no campo 
aberto. Ao ser exposto a um novo ambiente, a tendência natural do roedor é aumentar sua 
atividade exploratória, um comportamento também conhecido como hiperatividade induzida pela 
novidade (Fink e Smith, 1980; Bardo et al., 1990). Sendo assim era de se esperar que a privação 
de luz promovesse uma diminuição (e não aumento) da exploração no campo aberto. Por outro 
lado, uma das características comportamentais mais marcantes no modelo da ablação cirúrgica 
do bulbo olfatório (um modelo animal consagrado de depressão) é justamente a hiperatividade 
no campo aberto, a qual é revertida exclusivamente pelo tratamento crônico, mas não agudo, 
com antidepressivos (Kelly et al., 1997). Além disso, a hiperatividade também tem sido descrita 
em modelos que envolvem estresse social e ambiental (Cox et al., 2011; Venzala et al., 2012) e 
também em um modelo de desamparo congênito (Shumake et al., 2005). Ou seja, se 
considerarmos as evidências prévias de outros modelos, a hiperatividade observada no campo 
aberto pode ser um indicativo adicional de estado de depressão. 
Sabe-se que o estresse crônico é um fator fundamental para o desenvolvimento da 
dependência de drogas. Os mecanismos envolvidos nesta relação são extremamente complexos 
e vão muito além da relação do estresse com o efeito de reforço positivo das drogas (para  
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revisão ver Sinha, 2008). O estresse crônico, além de ter relação direta com a depressão 
(Pittenger e Duman, 2008), também afeta profundamente a aprendizagem espacial (Conrad et 
al., 2010). Estes fatores explicam a divergência entre os vários estudos na literatura que 
mostram a relação entre depressão e estresse crônico (um dos modelos animais de depressão 
com maior validade preditiva e de construção) com o paradigma da preferência condicionada ao 
local. De fato, existem estudos mostrando que o estresse crônico moderado aumenta a 
preferência condicionada ao local induzida pela cocaína (Miller et al., 2008; Kreibich et al., 2009), 
anfetamina (Mathews et al., 2008), etanol (Song et al., 2007a) e morfina (Song et al., 2007b). No 
entanto, no caso da anfetamina este efeito foi visto somente em animais adolescente (Mathews 
et al., 2008), enquanto que no caso do etanol e morfina o protocolo utilizado envolveu exposição 
ao estresse somente por 7 dias (Song et al., 2007a, 2007b). Além disso, Haile e colaboradores 
(2001) demonstraram que somente o estresse crônico imprevisível (mas não o previsível) foi 
capaz de aumentar a sensibilidade ao desenvolvimento da preferência condicionada ao local 
induzida pela cocaína. Por outro lado, este mesmo protocolo de estresse imprevisível bloqueou a 
preferência condicionada ao local induzida pela morfina (Papp et al., 1992; Valverde et al., 1997) 
e por agonistas dopaminérgicos, como anfetamina e quinpirole (Papp et al., 1993). Os achados 
obtidos no presente estudo corroboram estes últimos estudos, haja vista que a privação de luz 
foi capaz de bloquear a preferência condicionada ao local induzida pelo etanol. Ainda assim, 
mantêm-se a dúvida se tal efeito é decorrente de uma diminuição do efeito de reforço positivo do 
álcool, ou então, devido ao prejuízo de aquisição e/ou evocação da memória apetitiva 
associativa. 
O c-fos é um gene de expressão imediata cuja ativação se dá por diversos estímulos 
que culminam em despolarização neuronal (Morgan e Curran, 1986). Por conta disso, a 
expressão da proteína c-Fos vem sendo utilizada como um marcador de ativação celular. No 
presente estudo foi verificado que a preferência condicionada ao local induzida pelo etanol cursa 
com um aumento na expressão de c-Fos em estruturas encefálicas relacionadas com 
aprendizagem associativa apetitiva, como o córtex pré-frontal, estriado, hipocampo e córtices 
associados à formação hipocampal (Hyman et al., 2007; Koob e Le Moal, 2008). Fato 
interessante é que tal aumento não foi verificado em animais submetidos à privação de luz. 
Estudos prévios também mostram um aumento na expressão de c-Fos após a preferência  
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condicionada ao local induzida por várias drogas de abuso. De fato, para a cocaína foi 
constatada uma maior expressão de c-Fos no córtex préfrontal, estriado dorsal e ventral, 
hipocampo, amígdala e área tegmentar ventral (Miller e Marshall, 2005; Chauvet et al., 2011), e 
tal aumento foi revertido pela exposição ao ambiente enriquecido, o qual também inibiu a 
expressão da preferência condiciona ao local (Chauvet et al., 2011). Para a morfina o aumento 
foi visto no córtex préfrontal, estriado, tálamo, amígdala (Kaplan et al., 2003; Guo et al., 2008), 
enquanto que para a anfetamina no hipocampo e amígdala (Rademacher et al., 2006). 
Finalmente, em relação ao álcool, houve uma maior expressão de c-Fos na amígdala estendida 
e na área tegmentar ventral (Hill et al., 2007). Sendo assim, nossos achados sugerem que os 
animais privados de luz não foram capazes de formar e/ou evocar a memória associativa 
apetitiva induzida pelo etanol, seja pela diminuição do efeito de reforço positivo da droga, ou pelo 
efeito deletério da privação sobre a aprendizagem. Independente de qual mecanismo seja, 
pudemos verificar uma relação direta entre a falta de preferência condicionada ao local com a 
ausência de expressão de c-Fos. 
O elemento de resposta de ligação ao AMPc - CREB, é um gene que, assim como o c-
fos, é fundamental para os processos de aprendizagem e memória, principalmente no que se 
refere a sua expressão no córtex préfrontal e hipocampo (Tully et al., 2003; Carlezon Jr et al., 
2005; Wang et al., 2006; Benito e Barco, 2010; Barco e Marie, 2011). Além disso, a plasticidade 
neuronal mediada pela ativação do CREB tem relação direta com a neurobiologia da 
dependência de drogas (Carlezon Jr et al., 2005; Nestler e Carlezon, 2006; Berton e Nestler, 
2006). No presente estudo foi constatado que a preferência condicionada ao local induzida pelo 
etanol aumenta a expressão de pCREB no córtex préfrontal, hipocampo e substância 
periaquedutal cinzenta. Este aumento não foi verificado nos animais submetidos à privação de 
luz. Além disso, a privação de luz nos animais que foram pareados com álcool cursou com 
diminuição na expressão de pCREB no estriado dorsal e ventral e na área tegmentar ventral. 
Evidencias prévias mostram um aumento significativo na expressão de pCREB em várias 
estruturas encefálicas de animais submetidos a preferência condicionada ao local por diferentes 
procedimentos e drogas. De fato, a preferência condicionada ao local induzida pela estimulação 
química do hipotálamo lateral promove aumento de pCREB no córtex préfrontal medial e área 
tegmentar ventral (Haghparast et al., 2011). Já com nicotina, foi visto um aumento adicional no  
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estriado dorsal e ventral, no hipocampo e na amígdala (Pascual et al., 2009). Para a cocaína o 
aumento de pCREB foi visto no estriado ventral e hipocampo (Tropea et al., 2008), enquanto que 
para o etanol no córtex préfrontal (Groblewski et al., 2012). Vale ressaltar que, no estriado 
ventral, o aumento na expressão de pCREB culmina com um aumento na expressão de 
dinorfina, a qual exerce um forte mecanismo de retroalimentação negativa sobre a via 
mesolímbica dopaminérgica (Carlezon Jr et al., 2005; Nestler e Carlezon, 2006; Berton e Nestler, 
2006). Baseado nestas evidências, os achados obtidos no presente trabalho sugerem fortemente 
que o efeito comportamental da privação de luz pode estar associado, ao menos em partes pela 
falta de ativação do pCREB no córtex préfrontal e hipocampo, e mais especificamente às 
questões cognitivas envolvidas na aprendizagem associativa. Isto porque a diminuição de 
pCREB vista nos animais privados e pareados com etanol no estriado ventral e área tegmentar 
ventral é compatível com um aumento (e não diminuição) do efeito de reforço positivo. 
O CREB pode ser ativado por várias vias de sinalização intracelular, entre elas, pela 
proteína cinase ativada por mitógenos (Carlezon Jr et al., 2005). Uma das isoformas deste grupo 
de cinase que é ativada pelo fator de crescimento derivado do cérebro (BDNF) é a ERK1/2. Tal 
cinase está diretamente relacionada aos mecanismos de plasticidade sináptica neuronal no 
sistema nervoso central. A atividade da ERK é regulada pela estimulação dos receptores 
glutamatérgicos e dopaminérgicos, e também por segundos mensageiros de outras vias de 
sinalização intracelular. Neste sentido, a ERK poderia funcionar como um detector de 
coincidência que combina recompensa e informação contextual nos processos de aprendizagem. 
Para revisão sobre os mecanismos de plasticidade modulados pela Erk, ver Girault et al. (2007). 
Estudos que utilizam o protocolo de preferência condicionada ao local induzida por várias drogas 
de abuso mostram um aumento na expressão de ERK em uma série de regiões envolvidas com 
a aprendizagem associativa apetitiva (Zhai et al., 2008; Lee et al., 2008). Curiosamente, no 
presente estudo foi constatada uma diminuição geral na expressão de pERK, seja pelo protocolo 
da privação de luz, seja pelo tratamento com etanol. Estes achados vão de encontro com 
estudos prévios, mostrando uma diminuição de pERK em modelos animais de depressão e após 
exposições ao etanol. No que se refere à depressão, estudos mostram uma diminuição marcante 
de BDNF (especialmente no hipocampo e no córtex préfrontal), a qual é revertida pelo 
tratamento com antidepressivos (Feng et al., 2003; Qi et al., 2006, 2088, 2009; Schmidt e  
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Duman, 2010; First et al., 2011). Quanto a relação entre etanol e pERK, diferente do que ocorre 
com as outras drogas de abuso, o álcool inibe a fosforilação de ERK em vários núcleos 
encefálicos, incluindo amígdala, estriado dorsal, cerebelo, córtex cerebral e hipocampo (Sanna et 
al., 2002; Kalluri  et al., 2002; Chandler et al., 2005). Tais evidências justificam, ao menos em 
partes, a diminuição na expressão de pERK encontrada no presente estudo. No entanto, alguns 
achados chamam atenção. Considerando os animais pareados com álcool, a diferença entre os 
que foram privados de luz e os não privados foi que a privação de luz diminuiu ainda mais a 
expressão de pERK no córtex perirrinal. Além disso, ao compararmos os animais privados 
tratados com salina com os tratados com etanol vimos uma diminuição significativa de pERK no 
córtex préfrontal destes últimos. Estes achados sugerem que: i) tanto a privação de luz quanto o 
álcool são capazes de afetar a plasticidade sináptica mediada pela pERK no hipocampo e na 
amígdala; ii) quando ambos os fatores interagem, existe um efeito deletério adicional sobre o 
córtex pré-frontal; iii) é possível que a expressão de pERK no córtex perirrinal represente um 
importante mecanismo neurobiológico envolvido na evocação da memória associativa apetitiva 
induzida pelo etanol.  
A questão do córtex perirrinal é extremamente importante, já que nesta estrutura houve 
alterações similares na expressão de pCREB e histona acetilada. Sendo assim, os resultados do 
presente estudo sugere a participação da via de sinalização pERK-pCREB-H3 na aquisição e/ou 
evocação da aprendizagem associativa apetitiva, e nos efeito deletérios da privação de luz sobre 
esta aprendizagem. Inúmeras evidências mostram que o córtex perirrinal é extremamente 
importante para os processos de aprendizagem e memória. Em decorrência de suas conexões 
anatômicas, ele influência diretamente o fluxo de informação para o hipocampo, já que emite 
aferentas diretas e indiretas para a hipocampo (Brown et al, 2012). Além disso, existem 
projeções da área do CA1 para o córtex perirrinal (Deacon et al., 1983; Van Groen e Wyss, 
1990), as quais parecem participar ativamente do armazenamento e/ou consolidação de 
memórias (Hasselmo e McClelland, 1999). Sendo assim, a ativação do córtex perirrinal estimula 
a evocação da informação pelo hipocampo, que por sua vez, gera um circuito de 
retroalimentação positiva com o córtex perirrinal (Staresina et al., 2012). Interessantemente, 
existe um aumento de c-Fos no hipocampo, mas não no córtex perirrinal durante tarefas de 
aprendizagem espacial, enquanto que nas tarefas de reconhecimento de objeto o aumento se dá  
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no córtex perirrinal e não mais no hipocampo (Vann et al., 2000; Aggleton e Brown, 2005). Além 
disso, três estudos independentes mostraram que a expressão de ERK no córtex perirrinal é 
fundamental para aquisição e consolidação da memória de reconhecimento de objetos (Kelly et 
al., ANO; Goeldner et al., ANO; Silingardi et al., 2011). Nossos resultados demonstraram que os 
a privação de luz per se, bem como o etanol, diminuíram a fosforilação de ERK no córtex 
perirrinal. Como ambos os fator em isolados diminuíram a expressão de ERK, não foi possível 
detectar estatísticamente esta diminuição quando os fatores foram analisados em conjunto. 
Ainda assim, acreditamos que a ausência de preferência não condicionada ao local nos animais 
privados de luz pode ser decorrente, ao menos em partes, pela diminuição na expressão de ERK 
no córtex entorrinal. Tal hipótese é sustentada se analisarmos outros marcadores empregados 
no presente estudo. De fato, o grupo PrivadoEtOH teve uma diminuição significativa na 
expressão de pCREB e também de histona 3 acetilada (conforme descrito a seguir). Neste 
sentido, o presente estudo sugere que a via de sinalização pERK-pCREB-H3acetilada no córtex 
perirrinal é importante para a aprendizagem apetitiva induzida pelo etanol, e que a privação de 
luz é capaz de diminuir a ativação desta via. 
Uma das formas pelas quais as vias de sinalização intracelular promovem plasticidades 
persistentes no sistema nervoso central se dá por mecanismos epigenéticos. Várias evidências 
mostram que fatores epigenéticos são importantes para várias doenças incluindo depressão e 
dependência de drogas (Mill, 2007).Existem várias formas de modificações pós-traducionais no 
que se refere à epigenética. Uma das mais investigadas consiste na alteração das caudas das 
histonas, através da adição e remoção de grupos acetil, metil, fósforo, entre outros. Sabe-se que 
a inclusão de grupos acetil em alguns resíduos de aminoácidos da cauda da histona promove 
alteração na conformação da cromatina, de modo que, o material genético fica disponível para o 
processo de transcrição. Neste estado “aberto” a cromatina é também denominada de 
“eucromatina”. A acetilação das histonas é controlada pelas histonas acetiltransferases (que 
catalisa a inserção do grupo acetil) e histona desacetilases (que catalisa a retirada do grupo 
acetil). Para revisão sobre mecanismos epigenético, ver Dudley et al. (2011) e Robison e Nestler 
(2011).  
Vários estudos mostraram uma relação direta entre aumento de acetilação de histona e 
preferência condicionada ao local induzida pela cocaína (Schroeder et al., 2008; Romieu et al.,  
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2008; Hui et al., 2010; Bernard et al., 2011), metanfetamina (Shibasaki et al., 2010), heroína 
(Sheng et al., 2011) e nicotina (Pastor et al., 2011). Embora não tenha nenhum estudo 
mostrando os efeitos da preferência condicionada ao local induzida pelo etanol sobre a 
acetilação de histonas, um estudo utilizando microarray mostrou diferenças significativas quanto 
ao efeito do etanol sobre a expressão de histonas e de determinados genes, de acordo com o 
tempo de tratamento (agudo x crônico) (Bardag-Gorce et al, 2009).  
Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que tanto o protocolo de privação de luz 
quanto o etanol diminuiram os níveis de H3 acetilada. Em ambos os casos (quando 
apresentados em isolado, mas não em conjunto) tal diminuição foi vista nos corpos dos 
neurônios dopaminérgicos mesencefálicos (substância negra e área tegmentar ventral). Além 
disso, a privação afeta preferencialmente o giro denteado hipocampal, estriado dorsal e 
hipotálamo ventromedial, enquanto que o etanol a substância periaquedutal cinzenta. Vale 
ressaltar que a comparação entre os animais pareados com etanol e submetidos ou não a 
privação de luz, nos permite sugerir que a ausência de preferência condicionada ao local 
induzida pelo etanol pode estar associada, ao menos em partes, pela diminuição na expressão 
de H3 acetilada nas células piramidais do CA1 e CA2, bem como no córtex perirrinal. Sabe-se 
que a acetilação de histona na região hipocampal é importante para a consolidação de diferentes 
tipos de memória (Levenson e Sweatt, 2005; Barret e Wood, 2008; Day e Sweatt, 2011). 
  A depressão, dependência de drogas e aprendizagem e memória envolvem alterações 
em uma variedade de sistemas de neurotransmissão. Sabe-se que o sistema endocanabinóide 
tem um importante papel modulatório sobre a neurotransmissão gabaérgica, glutamatérgica e 
monoaminérgica, e que tal efeito se dá via CB1R (Piomelli, 2003, Laviollette e Grace, 2006). Vale 
ressaltar que o CB1R encontra-se em abundância em estruturas encefálicas importantes para a 
memória associativa de reforço positivo e na fisiopatogenia da depressão, como por exemplo, 
hipocampo, córtex préfrontal, nucleus accumbens e amígdala (Maldonado et al., 2006). Já os 
CB2R são expressos de forma muito discreta no sistema nervoso central, quando compara a 
expressão abundante de CB1R (Van Sickle et al., 2005; Onaivi, 2006). No entanto, estudos 
recentes mostram que mudanças na expressão de CB2R no sistema nervoso central estão 
relacionadas com diversas psicopatologias, entre elas alcoolismo e depressão (Onaivi et al., 
2008a,b; Hu et al., 2009; Garcia-Gutierrez et al., 2010). No presente estudo pode-se verificar que  
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a privação de luz, assim como o etanol diminui a expressão de CB1R nos corpos de neurônios 
dopaminérgicos mesencefálicos (substância negra e área tegmentar ventral). Similar diminuição 
foi constatada em estruturas diretamente relacionadas com a emocionalidade, como o núcleo 
hipotalâmico ventromedial (efeito privação de luz) e substância periaquedutal cinzenta (efeito 
etanol). Além disso, a privação de luz também foi capaz de infraregular CB1R no giro denteado e 
no estriado, regiões importantes para a aprendizagem e memória, humor e comportamento 
dirigido à recompensa (Maldonado et al., 2006). Mas um dos achados mais interessantes em 
relação à expressão de CB1R foi sua infraregulação nos animais privados de luz e pareados 
com etanol nas seguintes regiões: camada piramidal CA1 e CA2, córtex perirrinal e substância 
periaquedutal cinzenta. Tais regiões têm importância fundamental na aquisição e expressão de 
memórias espaciais e contextuais, bem como na modulação da emocionalidade e efeito de 
reforço das drogas de abuso (Hyman et al., 2007; Koob e Le Moal, 2008). Sendo assim é 
possível que a ausência de preferência condicionada ao local induzida pelo etanol nos animais 
privados de luz se deva, ao menos em partes, pela infraregulação nestas estruturas. 
Considerando a expressão de CB2R, tanto a privação de luz quanto o etanol promoveram uma 
supraregulação no nucleus accumbens. Considerando que o CB2R é um receptor inibitório de 
localização pós-sináptica, é possível que este aumento promova uma diminuição na ativação 
desta região, a qual esta intimamente relacionada com o efeito de reforço positivo das drogas de 
abuso e de estímulos recompensadores naturais (Hyman et al., 2007; Koob e Le Moal, 2008). 
Um achado interessante é que quando associado estes dois fatores, bem como ao se comparar 
o efeito deletério da privação de luz no condicionamento induzido pelo etanol, podemos perceber 
que ambos estão relacionados com supraregulação de CB2R na camada piramidal CA2, hilo e 
amígdala basolateral. A camada piramidal CA2 recebe importantes projeções do núcleo 
supramamilar hipotalâmico (Maglóczky et al.,  1994. Borhegyi e Leranth, 1997). Este núcleo 
hipotalâmico é um centro integrador da informação proveniente de diversos núcleos do tronco, 
que então repassa estas informações para áreas septais, córtex entorrinal e o hipocampo 
(Vertes, 1988; Pan e McNaughton, 2004). Já a amígdala tem um papel fundamental na 
aprendizagem emocional, seja ela apetitiva ou aversiva, já que modula a codificação e a 
relevância emocional da informação (Laviolette e Grace, 2006). Sendo assim, o aumento de 
CB2R nestas duas regiões poderia exercer um potente efeito inibitório sobre a aprendizagem  
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associativa de reforço positivo induzida pelo etanol, o que explicaria, ao menos em partes, a 
ausência de preferência condicionada ao local nos animais privados de luz. 
Finalizada a discussão dos achados comportamentais e histológicos obtidos no presente 
estudo, concluímos que a privação de luz é um modelo que consegue mimetizar muitos dos 
aspectos comportamentais observados em outros modelos animais de depressão, fornecendo 
com isso, evidências adicionais para a consolidação do seu uso. Tais efeitos comportamentais 
foram acompanhados por alterações significativas do ponto de vista neuroquímico, que de certa 
forma, justificam os resultados comportamentais observados, tais como: alteração na expressão 
de c-Fos, pCREB, pERK, H3, CB1R e CB2R. Finalmente, o presente estudo demonstrou que a 
privação crônica de luz é capaz de prejudicar de forma substancial a aprendizagem associativa 
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• A privação de luz induz um estado de ansiedade, desamparo e hiperatividade nos 
animais; no entanto não foi capaz de induzir um estado de anedonia;  
• A privação de luz bloqueou a preferência condicionada ao local induzida pelo etanol; 
• A preferência condicionada ao local induzida pelo etanol cursou com o aumento da 
expressão de C-fos em estruturas relacionadas com a aprendizagem associativa 
apetitiva, no entanto a privação de luz bloqueou esse aumento; 
• A preferência condicionada ao local aumenta a expressão de pCREB no córtex pré-
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Anexo 1 – Densidade da imunoreatividade de CB1R. 
Estrutura NaïveSal NaïveEtOH PrivadoSal PrivadoEtOH Fator privação Fator pareamento Interação 
IL 188,33 ± 16,25 195,33 ± 18,94 208,51 ± 5,45 204,16 ± 4,22 F(1,20)=1,72 P=0,21 F(1,20)=0,09 P=0,77 F(1,20)=0,39 P=0,54 
PrL 174,67 ± 17,75 185,66 ± 18,38 202,01 ± 5,31 190,66 ± 4,05 F(1,20)=1,49 P=0,24 F(1,20)=0,01 P=0,99 F(1,20)=0,72 P=0,41 
Cg1 167,33 ± 15,34 184,16 ± 18,77 196,01 ± 4,47 171,16 ± 3,11 F(1,20)=0,39 P=0,54 F(1,20)=0,11 P=0,75 F(1,20)=2,81 P=0,11 
M12 140,83 ± 17,14 143,33 ± 17,12 133,33 ± 3,81 121,66 ± 5,18 F(1,20)=1,35 P=0,26 F(1,20)=0,13 P=0,72 F(1,20)=0,32 P=0,58 
Acbco 188,83 ± 4,45 158,16 ± 17,12 174,16 ± 6,83 142,01 ± 7,61 F(1,20)=2,28 P=0,15 F(1,20)=9,46 P<0,01 F(1,20)=0,01 P=0,94 
Acbsh 180,33 ± 5,47 160,33 ± 17,16 151,33 ± 16,38 146,66 ± 7,01 F(1,20)=2,84 P=0,11 F(1,20)=0,95 P=0,34 F(1,20)=0,37 P=0,55 
DmS 171,51 ± 7,38 153,83 ± 6,09 136,33 ± 5,28 121,16 ± 12,16 F(1,20)=17,19 P<0,01 F(1,20)=4,03 P=0,06 F(1,20)=0,01 P=0,88 
DlS 208,83 ± 4,12 206,17 ± 6,56 200,17 ± 5,62 190,51 ± 9,31 F(1,20)=3,32 P=0,08 F(1,20)=0,85 P=0,37 F(1,20)=0,28 P=0,61 
CA1pyr 206,51 ± 1,28 205,83 ± 6,38 179,33 ± 17,37 149,16 ± 17,57 F(1,20)=10,76 P<0,01 F(1,20)=1,46 P=0,24 F(1,20)=1,33 P=0,26 
CA1or 216,66 ± 1,38 219,51 ± 3,99 194,01 ± 17,72 187,01 ± 16,12 F(1,20)=5,14 P<0,05 F(1,20)=0,02 P=0,87 F(1,20)=0,16 P=0,69 
CA2pyr 179,83 ± 6,83 192,51 ± 10,83 159,66 ± 12,33 137,16 ± 16,91 F(1,20)=9,45 P<0,01 F(1,20)=0,16 P=0,69 F(1,20)=2,05 P=0,17 
CA2or 210,17 ± 2,04 217,67 ± 4,07 189,66 ± 16,08 184,66 ± 15,31 F(1,20)=5,58 P<0,05 F(1,20)=0,01 P=0,91 F(1,20)=0,31 P=0,59 
CA3pyr 154,67 ± 10,07 167,01 ± 14,51 144,51 ± 11,18 124,66 ± 13,73 F(1,20)=4,41 P<0,05 F(1,20)=0,09 P=0,77 F(1,20)=1,65 P=0,21 
CA3or 207,51 ± 4,23 215,17 ± 4,91 189,17 ± 16,28 175,33 ± 14,92 F(1,20)=6,35 P<0,05 F(1,20)=0,07 P=0,79 F(1,20)=0,87 P=0,36 
DGms 215,01 ± 3,53 219,16 ± 3,72 208,33 ± 5,62 207,16 ± 2,48 F(1,20)=5,43 P<0,05 F(1,20)=0,14 P=0,71 F(1,20)=0,44 P=0,51 
DGgs 202,16 ± 3,07 194,66 ± 10,32 162,01 ± 11,38 139,33 ± 5,45 F(1,20)=33,12 P<0,01 F(1,20)=3,31 P=0,08 F(1,20)=0,84 P=0,37 
DGmi 215,83 ± 3,02 218,66 ± 3,75 206,83 ± 4,91 213,66 ± 2,84 F(1,20)=3,53 P=0,08 F(1,20)=1,68 P=0,21 F(1,20)=0,29 P=0,59 
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Anexo 1 (continuação) – Densidade da imunoreatividade de CB1R. 
Estrutura NaïveSal NaïveEtOH PrivadoSal PrivadoEtOH Fator privação Fator pareamento Interação 
DGgi 201,17 ± 2,41 180,01 ± 13,51 142,83 ± 12,66 138,83 ± 13,77 F(1,20)=18,39 P<0,01 F(1,20)=1,18 P=0,29 F(1,20)=0,55 P=0,47 
Hilo 168,01 ± 5,28 162,01 ± 18,74 126,01 ± 10,64 105,66 ± 12,44 F(1,20)=14,93 P<0,01 F(1,20)=1,07 P=0,31 F(1,20)=0,32 P=0,58 
Pir 210,17 ± 3,38 212,51 ± 5,07 198,66 ± 5,51 220,33 ± 13,81 F(1,20)=0,05 P=0,82 F(1,20)=2,23 P=0,15 F(1,20)=1,45 P=0,24 
Prh 174,51 ± 5,72 163,51 ± 15,99 158,83 ± 10,25 121,83 ± 7,37 F(1,20)=7,34 P<0,05 F(1,20)=5,14 P<0,05 F(1,20)=1,51 P=0,23 
BlA 210,83 ± 3,63 183,66 ± 20,04 170,83 ± 7,35 190,51 ± 12,52 F(1,20)=1,76 P=0,21 F(1,20)=0,09 P=0,77 F(1,20)=3,51 P=0,08 
CeA 208,51 ± 4,32 168,83 ± 19,18 159,51 ± 9,36 163,83 ± 17,73 F(1,20)=3,69 P=0,07 F(1,20)=1,58 P=0,22 F(1,20)=2,46 P=0,13 
VmH 200,67 ± 6,21 173,83 ± 17,39 121,16 ± 17,93 137,01 ± 17,93 F(1,20)=13,75 P<0,01 F(1,20)=0,12 P=0,73 F(1,20)=1,85 P=0,19 
MM 172,67 ± 10,44 157,83 ± 8,71 131,66 ± 3,73 126,66 ± 26,31 F(1,20)=5,84 P<0,05 F(1,20)=0,44 P=0,51 F(1,20)=0,11 P=0,75 
PAG 200,17 ± 5,85 166,33 ± 6,71 182,51 ± 7,33 127,01 ± 113,23 F(1,20)=10,54 P<0,01 F(1,20)=25,89 P<0,01 F(1,20)=1,52 P=0,23 
SNc 149,83 ± 18,69 54,83 ± 4,86 82,33 ± 16,89 49,66 ± 9,03 F(1,20)=7,13 P<0,01 F(1,20)=22,02 P<0,01 F(1,20)=5,25 P<0,05 
SNr 201,33 ± 9,41 215,16 ± 22,51 221,66 ± 7,14 205,17 ± 7,15 F(1,20)=0,15 P=0,71 F(1,20)=0,01 P=0,92 F(1,20)=1,32 P=0,26 
SNl 151,01 ± 21,27 84,01 ± 23,03 68,83 ± 23,01 32,01 ± 11,23 F(1,20)=10,98 P<0,01 F(1,20)=6,58 P<0,05 F(1,20)=0,56 P=0,46 
VTA 142,51 ± 16,34 62,66 ± 8,96 46,83 ± 8,72 56,66 ± 14,26 F(1,20)=16,48 P<0,01 F(1,20)=7,81 P<0,05 F(1,20)=12,82 P<0,01 
Os dados estão expressos como média ± E.P.M. e representa a densidade média de cinza da marcação de CB1R (mínima=0 máxima=255) obtida de cada 
estrutura, subtraída da densidade média do corpo caloso. * P<0,05 ** P<0,01, em relação ao respectivo subgrupo Sal. # P<0,05 ## P<0,01, em relação ao 
respectivo subgrupo Naïve. 
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Anexo 2 – Densidade da imunoreatividade de CB2R. 
Estrutura NaïveSal NaïveEtOH PrivadoSal PrivadoEtOH Fator privação Fator pareamento Interação 
IL 57.16 ± 6.78 80,33 ± 10,29 78.16 ± 6.72 68.51 ± 11.17 F(1,20)=0,26 P=0,62 F(1,20)=0,57 P=0,46 F(1,20)=3,35 P=0,08 
PrL 64,66 ± 3,70 86,01 ± 4,93 81,83 ± 6,78 76,66 ± 12,03 F(1,20)=0,26 P=0,61 F(1,20)=1,14 P=0,29 F(1,20)=3,07 P=0,09 
Cg1 63,01 ± 7,84 91,51 ± 4,66 85,01 ± 5,68 82,66 ± 14,92 F(1,20)=0,51 P=0,48 F(1,20)=2,02 P=0,17 F(1,20)=2,81 P=0,11 
M12 56,01 ± 3,79 81,33 ± 9,92 75,83 ± 4,28 75,66 ± 12,67 F(1,20)=0,69 P=0,42 F(1,20)=2,17 P=0,16 F(1,20)=2,23 P=0,15 
Acbco 43,83 ± 7,97 67,83 ± 6,98 68,33 ± 6,57 70,01 ± 7,33 F(1,20)=3,39 P=0,08 F(1,20)=3,15 P=0,09 F(1,20)=2,38 P=0,14 
Acbsh 41,83 ± 6,17 72,83 ± 3,77 78,33 ± 6,20 64,83 ± 8,96 F(1,20)=4,74 P<0,05 F(1,20)=1,79 P=0,19 F(1,20)=11,57 P=0,01 
DmS 50,16 ± 4,65 58,01 ± 4,67 59,16 ± 5,91 72,51 ± 6,78 F(1,20)=4,43 P=0,05 F(1,20)=3,59 P=0,07 F(1,20)=0,24 P=0,63 
DlS 60,83 ± 8,78 71,83 ± 6,94 69,83 ± 5,36 76,51 ± 10,,28 F(1,20)=0,72 P=0,41 F(1,20)=1,21 P=0,29 F(1,20)=0,07 P=0,79 
CA1pyr 65,51 ± 6,93 59,33 ± 11,90 60,83 ± 9,23 78,16 ± 13,34 F(1,20)=0,44 P=0,51 F(1,20)=0,28 P=0,61 F(1,20)=1,22 P=0,28 
CA1or 81,01 ± 7,12 73,66 ± 12,06 83,66 ± 6,63 85,51 ± 13,41 F(1,20)=0,51 P=0,49 F(1,20)=0,07 P=0,79 F(1,20)=0,21 P=0,66 
CA2pyr 59,16 ± 7,94 44,16 ± 9,70 49,66 ± 4,88 84,16 ± 11,43 F(1,20)=2,98 P=0,11 F(1,20)=1,22 P=0,28 F(1,20)=7,85 P<0,05 
CA2or 74,66 ± 3,98 79,66 ± 9,62 76.51 ± 6.97 103,67 ± 9,41 F(1,20)=2,72 P=0,12 F(1,20)=4,22 P=0,06 F(1,20)=2,01 P=0,17 
CA3pyr 63,33 ± 3,66 54,16 ± 12,67 68,67 ± 7,02 78,01 ± 11,54 F(1,20)=2,39 P=0,14 F(1,20)=0,01 P=0,99 F(1,20)=0,96 P=0,34 
CA3or 73,16 ± 4,68 84,33 ± 11,39 16,67 ± 6,13 104,33 ± 10,13 F(1,20)=3,84 P=0,06 F(1,20)=2,85P=0,11 F(1,20)=0,14 P=0,71 
DGms 72,14 ± 12,55 82,51 ± 9,57 73,66 ± 6,32 97,01 ± 8,86 F(1,20)=0,65 P=0,43 F(1,20)=2,87 P=0,11 F(1,20)=0,43 P=0,52 
DGgs 60,51 ± 1,33 68,67, ± 9,47 53,01 ± 8,54 71,33 ± 12,87 F(1,20)=0,07 P=0,79 F(1,20)=2,12 P=0,16 F(1,20)=0,31 P=0,58 
DGmi 87,66 ± 5,01 78,01 ± 4,11 84,67 ± 7,46 95,67 ± 10,74 F(1,20)=1,01 P=0,33 F(1,20)=0,01 P=0,93 F(1,20)=2,01 P=0,17 
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Anexo 2 (continuação) – Densidade da imunoreatividade de CB2R. 
Estrutura NaïveSal NaïveEtOH PrivadoSal PrivadoEtOH Fator privação Fator pareamento Interação 
DGgi 59,66 ± 4,68 43,66 ± 10,33 55,01 ± 5,87 61,61 ± 10,36 F(1,20)=0,64 P=0,43 F(1,20)=0,33 P=0,57 F(1,20)=1,87 P=0,19 
Hilo 76,83 ± 4,63 60,33 ± 3,39 68,83 ± 8,04 99,67 ± 5,71 F(1,20)=7,52 P<0,05 F(1,20)=1,57 P=0,22 F(1,20)=17,17 P=0,01 
Pir 93,50 ± 7,14 89,17 ± 12,13 94,67 ± 4,39 114,83 ± 8,12 F(1,20)=2,54 P=0,12 F(1,20)=0,88 P=0,36 F(1,20)=2,12 P=0,16 
Prh 82,83 ± 4,65 78,51 ± 10,26 82,01 ± 5,15 98,83 ± 8,56 F(1,20)=1,68 P=0,21 F(1,20)=0,69 P=0,42 F(1,20)=1,97 P=0,18 
BlA 41,66 ± 6,78 40,66 ± 15,87 57,66 ± 10,70 100,83 ± 17,09 F(1,20)=8,23 P=0,01 F(1,20)=2,52 P=0,13 F(1,20)=2,77 P=0,11 
CeA 42,01 ± 4,41 46,83 ± 13,72 56,67 ± 11,11 84,01 ± 18,84 F(1,20)=3,92 P=0,06 F(1,20)=1,51 P=0,23 F(1,20)=0,74 P=0,41 
VmH 60.51 ± 11,94 85,51 ± 10,73 75,33 ± 7,06 85,66 ± 14,56 F(1,20)=0,43 P=0,52 F(1,20)=2,41 P=0,14 F(1,20)=0,41 P=0,53 
MM 80,33 ± 14,74 81,01 ± 11,44 74,01 ± 16,37 89,33 ± 10,07 F(1,20)=0,01 P=0,94 F(1,20)=0,36 P=0,56 F(1,20)=0,31 P=0,59 
PAG 79,51 ± 15,11 69,33 ± 13,69 74,01 ± 13,57 89,33 ± 9,56 F(1,20)=0,31 P=0,59 F(1,20)=0,04 P=0,85 F(1,20)=0,94P=0,34 
SNc 56,01 ± 20,68 57,01 ± 14,44 62,50 ± 15,62 81,50 ± 10,37 F(1,20)=0,97 P=0,34 F(1,20)=0,41 P=0,53 F(1,20)=0,33 P=0,57 
SNr 77,33 ± 16,73 57,83 ± 13,53 47,01 ± 17,37 101,16 ± 12,41 F(1,20)=0,18 P=0,67 F(1,20)=1,31 P=0,27 F(1,20)=5,91 P=0,03 
SNl 57,33 ± 20,70 46,70 ± 15,76 67,50 ± 16,62 61,66 ± 17,71 F(1,20)=0,49 P=0,49 F(1,20)=0,21 P=0,65 F(1,20)=0,02 P=0,89 
VTA 15,66 ± 4,63 52,16 ± 18,13 52,01 ± 17,97 64,01 ± 13,46 F(1,20)=2,71 P=0,12 F(1,20)=2,75 P=0,12 F(1,20)=0,71 P=0,41 
Os dados estão expressos como média ± E.P.M. e representa a densidade média de cinza da marcação de CB2R (mínima=0 máxima=255) obtida de cada 
estrutura, subtraída da densidade média do corpo caloso. * P<0,05 ** P<0,01, em relação ao respectivo subgrupo Sal. # P<0,05 ## P<0,01, em relação ao 
respectivo subgrupo Naïve. 
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Anexo 3 – Imunoreatividade de pERK. 
Estrutura NaïveSal NaïveEtOH PrivadoSal PrivadoEtOH Fator privação Fator pareamento Interação 
IL 25,81 ± 10,46 5,41 ± 1,21 36,61 ± 13,15 8,01 ± 3,93 F(1,20)=0,52 P=0,48 F(1,20)=8,49 P=0,01 F(1,20)=0,29 P=0,59 
PrL 20,61 ± 7,78 7321 ± 1,49 35,61 ± 13,22 7,25 ± 2,68 F(1,20)=1,03 P=0,32 F(1,20)=6,93 P=0,02 F(1,20)=0,83 P=0,38 
Cg1 16,01 ± 6,56 10,01 ± 2,32 35,01 ± 16,17 8,51 ± 2,46 F(1,20)=1,03 P=0,32 F(1,20)=3,26 P=0,09 F(1,20)=1,27 P=0,28 
M12 10,81 ± 4,85 6,61 ± 1,93 26,41 ± 12,38 5,51 ± 2,25 F(1,20)=0,97 P=0,34 F(1,20)=3,71 P=0,07 F(1,20)=1,71 P=0,21 
Acbco 5,41 ± 2,27 2,61 ± 1,16 17,01 ± 9,09 2,25 ± 1,43 F(1,20)=1,29 P=0,27 F(1,20)=3,57 P=00,8 F(1,20)=1,69 P=0,21 
Acbsh 2,61 ± 1,16 0,81 ± 0,37 9,21 ± 4,71 0 ± 0 F(1,20)=1,42 P=0,25 F(1,20)=5,12 P<0,05 F(1,20)=2,32 P=0,15 
DmS 0 ± 0 0,41 ± 0,41 0,21 ± 0,21 0 ± 0 F(1,20)=0,21 P<0,66 F(1,20)=0,21 P=0,66 F(1,20)=1,81 P=0,199 
DlS 2,41 ± 2,41 0,21 ± 0,21 1,61 ± 0,81 0 ± 0 F(1,20)=0,16 P=0,69 F(1,20)=2,24 P=0,15 F(1,20)=0,06 P=0,82 
CA1 1,61 ± 1,16 0 ± 0 0 ± 0 1,01 ± 1,01 F(1,20)=10,32 P=0,58 F(1,20)=0,32 P=0,58 F(1,20)=2,88 P=0,11 
CA2 1,81 ± 0,81 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 F(1,20)=5,06 P<0,05 F(1,20)=5,06 P<0,05 F(1,20)=5,06 P<0,05 
CA3 1,61 ± 0,67 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 F(1,20)=5,57 P<0,05 F(1,20)=5,57 P<0,05 F(1,20)=5,57 P<0,05 
DGinf 4,61 ± 4,11 0,21 ± 0,21 1,61 ± 0,97 0 ± 0 F(1,20)=0,57 P=0,46 F(1,20)=2,01 P=0,18 F(1,20)=0,44 P=0,52 
DGsup 3,21± 2,33 0 ± 0 0,21 ± 0,21 1,01 ± 1,01 F(1,20)=0,79 P=0,39 F(1,20)=1,11 P=0,31 F(1,20)=2,36 P=0,14 
Hilo 0,81 ± 0,58 0,21 ± 0,21 0 ± 0 0 ± 0 F(1,20)=2,63 P=012 F(1,20)=0,95 P=0,34 F(1,20)=0,95 P=0,34 
Pir 2,41 ± 0,81 1,61 ± 0,61 1,01 ± 0,54 0 ± 0 F(1,20)=5,77 P<0,05 F(1,20)=1,88 P=0,19 F(1,20)=0,01 P=0,99 
Prh 4,01 ± 0,44 2,41 ± 0,81 0,81 ± 0,58 0 ± 0 F(1,20)=23,52 P<0,01 F(1,20)=3,90 P=0,07 F(1,20)=0,81 P=0,38 
BlA 2,21 ± 1,56 0,40 ± 0,40 0 ± 0 0 ± 0 F(1,20)=2,61 P=0,13 F(1,20)=1,25 P=0,28 F(1,20)=1,25 P=0,28 
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Anexo 3 (continuação) – Imunoreatividade de pERK. 
Estrutura NaïveSal NaïveEtOH PrivadoSal PrivadoEtOH Fator privação Fator pareamento Interação 
CeA 4,60 ± 1,36 1,21 ± 0,58 0,41 ± 0,41 0 ± 0 F(1,20)=12,36 P=0,01 F(1,20)=6,12 P<0,05 F(1,20)=3,81 P=0,07 
VmH 8,81 ± 4,58 7,41 ± 5,51 25,81 ± 9,42 0,51 ± 0,51 F(1,20)=0,86 P=0,37 F(1,20)=4,71P<0,05 F(1,20)=3,75 P=0,07 
MM 0 ± 0 5,21 ± 2,71 0 ± 0 3,75 ± 3,75 F(1,20)=0,29 P=0,59 F(1,20)=4,12 P=0,06 F(1,20)=0,29 P=0,59 
PAG 0 ± 0 0,41 ± 0,41 0,41 ± 0,41 0 ± 0 F(1,20)=0,01 P=0,99 F(1,20)=0,01 P=0,99 F(1,20)=2,01 P=0,18 
SNc 1,21 ± 1,21 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 F(1,20)=0,99 P=0,33 F(1,20)=0,99 P=0,33 F(1,20)=0,99 P=0,33 
SNr 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 F(1,20)=0,01 P=0,99 F(1,20)=0,01 P=0,99 F(1,20)=0,01 P=0,99 
SNl 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 F(1,20)=0,01 P=0,99 F(1,20)=0,01 P=0,99 F(1,20)=0,01 P=0,99 
VTA 0,61 ± 0,61 0 ± 0 0,21 ± 0,21 0 ± 0 F(1,20)=0,41 P=0,54 F(1,20)=1,61 P=0,22 F(1,20)=0,41 P=0,54 
Os dados estão expressos como média ± E.P.M. e representa o número de células imunoreativas para pERK por 250 µm2. * P<0,05 ** P<0,01, em relação ao 
respectivo subgrupo Sal. # P<0,05 ## P<0,01, em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Anexo 4 – Imunoreatividade de H3 acetilada. 
Estrutura NaïveSal NaïveEtOH PrivadoSal PrivadoEtOH Fator privação Fator pareamento Interação 
IL 652,01 ± 74,08 566,41 ± 120,01 532,01 ± 68,41 808,51 ± 67,97 F(1,20)=0,39 P=0,54 F(1,20)=1,08 P=0,32 F(1,20)=4,27 P=0,06 
PrL 584,21 ± 57,62 551,41 ± 53,07 499,81 ± 74,14 708,25 ± 54,64 F(1,20)=0,25 P=0,62 F(1,20)=1,93 P=0,18 F(1,20)=3,81 P=0,07 
Cg1 579,01 ± 36,29 480,61 ± 52,65 416,41 ± 36,38 582,25 ± 49,08 F(1,20)=0,57 P=0,46 F(1,20)=0,63 P=0,44 F(1,20)=10,07 P=0,01 
M12 565,41 ± 74,98 416,01 ± 76,73 345,41 ± 23,23 445,01 ± 50,39 F(1,20)=2,49 P=0,13 F(1,20)=0,14 P=0,72 F(1,20)=4,82 P<0,05 
Acbco 638,21 ± 41,82 546,81 ± 80,41 587,41 ± 60,23 704,25 ± 19,29 F(1,20)=0,57 P=0,46 F(1,20)=0,01 P=0,98 F(1,20)=2,76 P=0,12 
Acbsh 564,41 ± 85,91 588,01 ± 49,04 509,21 ± 48,13 714,51 ± 36,61 F(1,20)=0,06 P=0,81 F(1,20)=2,41 P=0,14 F(1,20)=1,35 P=0,26 
DmS 706,21 ± 31,92 594,61 ± 22,89 633,21 ± 48,21 741,25 ± 55,51 F(1,20)=1,19 P=0,29 F(1,20)=0,01 P=0,94 F(1,20)=9,06 P=0,01 
DlS 640,61 ± 40,98 535,21 ± 42,69 581,81 ± 32,65 747,75 ± 92,57 F(1,20)=3,19 P=0,09 F(1,20)=0,78 P=0,39 F(1,20)=8,56 P=0,01 
CA1 315,61 ± 25,23 518,01 ± 31,57 499,61 ± 55,36 359,25 ± 47,47 F(1,20)=0,26 P=0,62 F(1,20)=0,94 P=0,34 F(1,20)=17,12 P=0,01 
CA2 279,61 ± 12,99 350,81 ± 14,01 300,31 ± 18,04 341,25 ± 31,96 F(1,20)=0,12 P=0,74 F(1,20)=9,75 P=0,01 F(1,20)=0,67 P=0,42 
CA3 276,01 ± 21,19 243,21 ± 17,61 246,61 ± 16,46 302,51 ± 10,46 F(1,20)=1,25 P=0,28 F(1,20)=0,85 P=0,37 F(1,20)=8,08 P<0,05 
DGinf 1115,81 ± 78,02 823,61 ± 105,85 765,61 ± 105,39 806,25 ± 8,87 F(1,20)=5,01 P<0,05 F(1,20)=2,41 P=0,14 F(1,20)=3,64 P=0,08 
DGsup 870,21 ± 71,41 835,81 ± 79,86 935,01 ± 45,58 507,25 ± 53,87 F(1,20)=3,08 P=0,09 F(1,20)=10,83 P=0,01 F(1,20)=7,61 P<0,05 
Hilo 145,41 ± 8,72 102,01 ± 6,04 129,61 ± 22,02 158,00 ± 6,41 F(1,20)=2,30 P=0,15 F(1,20)=0,47 P=0,50 F(1,20)=7,72 P<0,05 
Pir 365,81 ± 15,64 387,01 ± 63,26 387,21 ± 26,46 207,16 ± 2,48 F(1,20)=5,43 P<0,05 F(1,20)=0,14 P=0,71 F(1,20)=0,44 P=0,51 
Prh 202,16 ± 3,07 194,66 ± 10,32 162,01 ± 11,38 435,01 ± 30,37 F(1,20)=1,66 P=0,22 F(1,20)=1,65 P=0,22 F(1,20)=0,61 P=0,45 
BlA 553,61 ± 41,91 316,61 ± 60,44 321,21 ± 26,11 579,25 ± 24,86 F(1,20)=0,11 P=0,74 F(1,20)=0,05 P=0,83 F(1,20)=37,41 P=0,001 
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Anexo 4 (continuação) – Imunoreatividade de H3 acetilada. 
Estrutura NaïveSal NaïveEtOH PrivadoSal PrivadoEtOH Fator privação Fator pareamento Interação 
CeA 476,21 ± 62,720 400,41 ± 71,49 465,01 ± 15,63 571,75 ± 117,19 F(1,20)=1,25 P=0,28 F(1,20)=0,02 P=0,88 F(1,20)=1,66 P=0,22 
VmH 365,61 ± 52,76 266,21 ± 33,45 269,01 ± 21,17 276,51 ± 29,54 F(1,20)=1,71 P=0,21 F(1,20)=1,92 P=0,19 F(1,20)=2,11 P=0,17 
MM 207,41 ± 51,49 260,21 ± 37,44 204,41 ± 36,81 282,75 ± 59,57 F(1,20)=0,11 P=0,76 F(1,20)=2,55 P=0,13 F(1,20)=0,15 P=0,71 
PAG 208,81 ± 9,74 154,61 ± 7,71 184,21 ± 15,85 282,25 ± 35,24 F(1,20)=9,52 P=0,01 F(1,20)=1,81 P=0,19 F(1,20)=20,55 P=0,01 
SNc 94,01 ± 5,06 118,81 ± 24,88 62,21 ± 6,18 177,25 ± 86,74 F(1,20)=0,04 P=0,84 F(1,20)=3,09 P=0,09 F(1,20)=1,16 P=0,29 
SNr 91,01 ± 18,34 82,81 ± 20,07 92,40 ± 18,94 58,75 ± 8,16 F(1,20)=0,52 P=0,48 F(1,20)=1,66 P=0,22 F(1,20)=0,65 P=0,43 
SNl 63,81 ± 6,95 60,01 ± 19,78 40,60 ± 6,92 60,51 ± 10,02 F(1,20)=0,95 P=0,34 F(1,20)=0,47 P=0,51 F(1,20)=1,02 P=0,33 
VTA 87,41 ± 18,69 113,81 ± 11,88 112,21 ± 14,91 148,75 ± 30,32 F(1,20)=3,62 P=0,08 F(1,20)=3,96 P=0,06 F(1,20)=0,33 P=0,57 
Os dados estão expressos como média ± E.P.M. e representa o número de células imunoreativas para H3 acetilada em 250 µm2. * P<0,05 ** P<0,01, em 
relação ao respectivo subgrupo Sal. # P<0,05 ## P<0,01, em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Anexo 5 – Imunoreatividade de c-Fos. 
Estrutura NaïveSal NaïveEtOH PrivadoSal PrivadoEtOH Fator privação Fator pareamento Interação 
IL 105,16 ± 25,32 115,16 ± 12,40 85,01 ± 12,07 74,83 ± 7,95 F(1,20)=3,64 P=0,07 F(1,20)=0,01 P=0,99 F(1,20)=0,41 P=0,53 
PrL 105,41 ± 17,16 153,75 ± 6,87 110,58 ± 18,18 75,33 ± 7,55 F(1,20)=7,35 P<0,05 F(1,20)=0,23 P=0,63 F(1,20)=9,57 P=0,01 
Cg1 88,83 ± 13,63 144,75 ± 9,36 107,91 ± 16,93 87,58 ± 9,35 F(1,20)=2,24 P=0,15 F(1,20)=1,96 P=0,18 F(1,20)=8,87 P=0,01 
M12 99,58 ± 7,79 115,33 ± 21,15 66,16 ± 13,95 51,51 ± 5,39 F(1,20)=12,92 P=0,01 F(1,20)=0,01 P=0,97 F(1,20)=1,26 P=0,27 
Acbco 109,66 ± 12,52 121,66 ± 4,52 95,83 ± 9,17 57,83 ± 4,22 F(1,20)=21,59 P=0,01 F(1,20)=2,42 P=0,14 F(1,20)=8,95 P=0,01 
Acbsh 100,87 ± 11,11 73,16 ± 8,38 83,91 ± 14,64 90,25 ± 11,62 F(1,20)=0,01 P=0,99 F(1,20)=0,84 P=0,37 F(1,20)=2,13 P=0,16 
DmS 118,33 ± 19,11 136,08 ± 9,32 99,01 ± 16,95 61,83 ± 4,37 F(1,20)=11,54 P=0,01 F(1,20)=0,51 P=0,49 F(1,20)=3,98 P=0,06 
DlS 117,91 ± 9,60 152,08 ± 10,11 90,25 ± 10,70 73,58 ± 15,70 F(1,20)=20,29 P=0,01 F(1,20)=0,55 P=0,47 F(1,20)=4,65 P=0,04 
CA1 51,91 ± 5,30 65,01 ± 4,63 48,83 ± 5,03 58,25 ± 4,22 F(1,20)=1,04 P=0,32 F(1,20)=5,46 P=0,03 F(1,20)=0,14 P=0,71 
CA2 46,83 ± 3,64 87,51 ± 10,57 46,66 ± 4,98 62,51 ± 1,14 F(1,20)=4,19 P=0,05 F(1,20)=21,12 P=0,01 F(1,20)=4,08 P=0,06 
CA3 43,33 ± 7,11 62,66 ± 3,61 45,91 ± 3,89 47,83 ± 0,73 F(1,20)=1,89 P=0,18 F(1,20)=5,69 P=0,03 F(1,20)=3,82 P=0,06 
DG 29,66 ± 3,16 45,45 ± 10,77 38,84 ± 5,10 23,41 ± 2,01 F(1,20)=1,06 P=0,32 F(1,20)=0,01 P=0,98 F(1,20)=6,24 P<0,05 
Hilo 17,83 ± 4,11 26,33 ± 2,78 15,01 ± 1,90 15,91 ± 0,67 F(1,20)=6,11 P<0,05 F(1,20)=3,08 P=0,09 F(1,20)=1,99 P=0,11 
Pir 73,91 ± 5,05 69,75 ± 1,81 80,51 ± 8,37 63,08 ± 7,61 F(1,20)=0,01 P=0,99 F(1,20)=2,97 P=0,11 F(1,20)=1,12 P=0,31 
Prh 122,33 ± 13,02 129,58 ± 15,98 114,83 ± 16,61 94,83 ± 5,36 F(1,20)=2,44 P=0,13 F(1,20)=0,22 P=0,64 F(1,20)=1,02 P=0,32 
BlA 49,08 ± 7,95 62,25 ± 4,61 60,91 ± 10,48 59,01 ± 0,61 F(1,20)=0,38 P=0,55 F(1,20)=0,65 P=0,43 F(1,20)=1,17 P=0,29 
CeA 70,41 ± 6,77 64,08 ± 10,03 79,66 ± 8,62 79,25 ± 6,25 F(1,20)=2,29 P=0,15 F(1,20)=0,18 P=0,68 F(1,20)=0,14 P=0,72 
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Anexo 5 (continuação) – Imunoreatividade de c-Fos. 
Estrutura NaïveSal NaïveEtOH PrivadoSal PrivadoEtOH Fator privação Fator pareamento Interação 
VmH 95,16 ± 9,52 67,16 ± 7,82 78,83 ± 13,59 94,83 ± 6,41 F(1,20)=0,34 P=0,57 F(1,20)=0,38 P=0,54 F(1,20)=5,12 P<0,05 
MM 94,51 ± 12,21 152,58 ± 38,84 61,91 ± 10,74 74,33 ± 4,49 F(1,20)=6,85 P<0,05 F(1,20)=2,77 P=0,11 F(1,20)=1,16 P=0,29 
PAG 63,16 ± 4,03 162,16 ± 10,16 54,51 ± 4,55 48,33 ± 6,72 F(1,20)=80,85 P=0,01 F(1,20)=46,43 P=0,01 F(1,20)=59,59 P=0,01 
SNc 42,51 ± 4,75 14,51 ± 2,86 25,51 ± 7,57 24,51 ± 3,25 F(1,20)=0,49 P=0,49 F(1,20)=8,52 P=0,01 F(1,20)=7,38 P<0,05 
SNr 26,33 ± 4,35 15,33 ± 2,48 35,51 ± 7,57 9,16 ± 2,46 F(1,20)=0,11 P=0,75 F(1,20)=15,71  P=0,01 F(1,20)=2,65 P=0,12 
SNl 8,16 ± 2,31 1,01 ± 0,44 12,51 ± 4,42 0,66 ± 0,21 F(1,20)=0,64 P=0,44 F(1,20)=14,38 P=0,01 F(1,20)=0,86 P=0,36 
VTA 36,83 ± 2,57 39,51 ± 6,76 40,51± 2,99 19,66 ± 3,56 F(1,20)=3,56 P=0,08 F(1,20)=4,45 P=0,05 F(1,20)=7,45 P<0,05 
Os dados estão expressos como média ± E.P.M. e representa o número de células imunoreativas para c-Fos em 250 µm2. * P<0,05 ** P<0,01, em relação ao 
respectivo subgrupo Sal. # P<0,05 ## P<0,01, em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
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Anexo 6 – Imunoreatividade de pCREB. 
Estrutura NaïveSal NaïveEtOH PrivadoSal PrivadoEtOH Fator privação Fator pareamento Interação 
IL 88,08 ± 4,68 223,66 ± 14,11 143,51 ± 12,31 129,91 ± 8,38 F(1,20)=3,32 P=0,08 F(1,20)=33,58 P=0,01 F(1,20)=50,21 P=0,01 
PrL 92,25 ± 10,55 232,51 ± 14,54 150,33 ± 5,48 140,91 ± 15,74 F(1,20)=1,87 P=0,19 F(1,20)=28,41 P=0,01 F(1,20)=37,26 P=0,01 
Cg1 83,16 ± 3,92 180,91 ± 9,39 132,83 ± 16,41 118,16 ± 21,38 F(1,20)=0,21 P=0,66 F(1,20)=8,31 P=0,01 F(1,20)=15,22 P=0,01 
M12 80,25 ± 9,41 190,33 ± 15,67 114,83 ± 17,78 91,33 ± 16,23 F(1,20)=4,54 P=0,05 F(1,20)=8,21 P=0,01 F(1,20)=19,53 P=0,01 
Acbco 97,91 ± 9,56 162,58 ± 12,32 127,16 ± 16,16 103,01 ± 13,03 F(1,20)=1,36 P=0,26 F(1,20)=2,43 P=0,14 F(1,20)=11,71 P=0,01 
Acbsh 84,41 ± 10,96 124,66 ± 10,21 124,51 ± 13,82 116,66 ± 18,59 F(1,20)=1,36 P=0,26 F(1,20)=1,38 P=0,25 F(1,20)=3,04 P=0,09 
DmS 97,75 ± 3,43 180,08 ± 26,12 147,33 ± 19,24 143,58 ± 10,74 F(1,20)=0,14 P=0,71 F(1,20)=5,23 P=0,04 F(1,20)=6,28 P<0,05 
DlS 93,41 ± 3,31 155,41 ± 33,77 139,16 ± 14,74 126,01 ± 13,71 F(1,20)=0,17 P=0,68 F(1,20)=1,53 P=0,23 F(1,20)=3,63 P=0,07 
CA1 83,51 ± 4,97 97,25 ± 6,69 70,51 ± 3,99 62,75 ± 2,97 F(1,20)=23,88 P=0,01 F(1,20)=0,38 P=0,54 F(1,20)=4,89 P<0,05 
CA2 79,66 ± 6,32 104,41 ± 17,14 65,08 ± 8,09 76,51 ± 2,86 F(1,20)=4,43 P=0,05 F(1,20)=3,21 P=0,09 F(1,20)=0,44 P=0,52 
CA3 83,66 ± 6,70 94,16 ± 11,09 75,66 ± 9,93 66,75 ± 6,71 F(1,20)=4,02 P=0,06 F(1,20)=0,01 P=0,93 F(1,20)=1,21 P=0,28 
DG 84,04 ± 7,55 115,04 ± 10,25 81,12 ± 5,51 64,79 ± 2,49 F(1,20)=14,21 P=0,01 F(1,20)=1,08 P=0,31 F(1,20)=11,26 P=0,01 
Hilo 28,01 ± 5,41 40,75 ± 3,41 32,25 ± 2,84 37,16 ± 3,08 F(1,20)=0,01P=0,94 F(1,20)=5,32 P=0,04 F(1,20)=1,05 P=0,32 
Pir 71,66 ± 11,71 127,75 ± 12,07 73,91 ± 6,06 94,25 ± 8,20 F(1,20)=2,50 P=0,13 F(1,20)=15,08 P=0,01 F(1,20)=3,31 P=0,08 
Prh 131,83 ± 11,28 170,25 ± 15,39 111,66 ± 10,23 107,25 ± 11,77 F(1,20)=11,38 P=0,01 F(1,20)=1,91 P=0,18 F(1,20)=3,02 P=0,09 
BlA 59,01 ± 2,59 59,33 ± 7,97 64,41 ± 8,12 77,25 ± 9,53 F(1,20)=2,39 P=0,14 F(1,20)=0,76 P=0,39 F(1,20)=0,69 P=0,42 
CeA 63,01 ± 2,51 104,16 ± 9,85 88,16 ± 5,79 109,75 ± 8,63 F(1,20)=4,47 P=0,05 F(1,20)=18,62 P=0,01 F(1,20)=1,81 P=0,19 
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Anexo 6 (continuação) – Imunoreatividade de pCREB. 
Estrutura NaïveSal NaïveEtOH PrivadoSal PrivadoEtOH Fator privação Fator pareamento Interação 
VmH 99,33 ± 16,25 100,01 ± 17,80 118,16 ± 18,71 96,33 ± 16,58 F(1,20)=0,19 P=0,67 F(1,20)=0,37 P=0,55 F(1,20)=0,42 P=0,52 
MM 76,01 ± 15,72 150,33 ± 20,31 143,83 ± 28,33 125,83 ± 22,77 F(1,20)=0,95 P=0,34 F(1,20)=1,61 P=0,22 F(1,20)=4,31 P=0,05 
PAG 110,16 ± 17,79 121,51 ± 13,82 102,66 ± 8,22 92,01 ± 10,17 F(1,20)=2,02 P=0,17 F(1,20)=0,01 P=0,98 F(1,20)=0,71 P=0,41 
SNc 26,16 ± 5,67 50,83 ± 4,65 38,51 ± 10,69 31,51 ± 5,75 F(1,20)=0,24 P=0,63 F(1,20)=1,55 P=0,23 F(1,20)=4,98 P=0,053 
SNr 88,33 ± 17,79 133,51 ± 11,26 71,33 ± 10,23 68,66 ± 8,66 F(1,20)=10,74 P=0,01 F(1,20)=2,91 P=0,10 F(1,20)=3,67 P=0,07 
SNl 8,01 ± 1,57 22,83 ± 10,98 44,51 ± 6,93 18,16 ± 7,94 F(1,20)=4,32 P=0,05 F(1,20)=0,56 P=0,46 F(1,20)=7,23 P=0,05 
VTA 54,83 ± 3,73 68,01 ± 8,98 47,01 ± 1,73 39,66 ± 4,16 F(1,20)=11,37 P=0,01 F(1,20)=0,31 P=0,59 F(1,20)=3,65 P=0,07 
Os dados estão expressos como média ± E.P.M. e representa o número de células imunoreativas para pCREB em 250 µm2. * P<0,05 ** P<0,01, em relação 
ao respectivo subgrupo Sal. # P<0,05 ## P<0,01, em relação ao respectivo subgrupo Naïve. 
 
 
 
